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Os efeitos anti-inflamatórios da suplementação com óleo de peixe resultam 
principalmente da incorporação dos ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3 nas 
membranas celulares e consequente modulação da produção de eicosanoides e 
citocinas inflamatórias. Entretanto, sua eficácia na asma tem se mostrado 
inconsistente e poucos estudos foram realizados sobre sua ação na funcionalidade 
do músculo liso das vias aéreas, o que é determinante para a asma. Objetivo: 
avaliar os efeitos da suplementação de ratos asmáticos com óleo de peixe sobre a 
funcionalidade do músculo liso das vias aéreas (MLA) e a complacência pulmonar 
estática, bem como sobre os parâmetros inflamatórios relacionados com a hiper-
responsividade e a obstrução das vias aéreas. Metodologia: Ratos Wistar foram 
separados em 4 grupos: controle (C); suplementado com óleo de peixe (OP); 
asmático (A), e asmático suplementado com óleo de peixe (AOP). Os grupos OP e 
AOP foram suplementados com 1 g de óleo de peixe/ kg de massa corpórea por 21 
dias e os grupos A e AOP foram induzidos à asma com ovalbumina. A contagem 
total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA) e a capacidade 
fagocitária e de adesão dos macrófagos alveolares foram avaliadas, vinte e quatro 
horas após o último desafio com ovalbumina; o músculo liso obtido de um anel de 
traqueia foi isolado e a força de contração e o relaxamento foram avaliados; a 
complacência pulmonar estática foi avaliada utilizando-se um transdutor de pressão; 
as concentrações pulmonares de interleucina-1! (IL-1!), fator de necrose tumoral-" 
(TNF-"), prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano B2 (TXB2), leucotrieno B4 (LTB4), 8-
isoprostano prostaglandina F2 (8-Iso PGF2") e lipoxina A4 (LXA4) foram avaliadas por 
sistemas comerciais de kits de imuno-ensaio enzimático; o perfil de ácidos graxos 
(AG) no tecido pulmonar foi avaliado por cromatografia gasosa e a análise da 
espessura da parede das vias aéreas e do muco foram realizadas por morfometria 
dos bronquíolos. Para análise estatística foi utilizada ANOVA com pós-teste de 
Tukey e as diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. Resultados: a 
suplementação com óleo de peixe nos animais asmáticos suprimiu a infiltração de 
leucócitos para os pulmões, reduziu a capacidade fagocitária de macrófagos 
alveolares e aumentou a complacência pulmonar estática; reduziu as concentrações 
pulmonares de tromboxanos B2, isoprostanos PGF2" e prostaglandinas E2, mas não 
teve efeitos sobre as concentrações de leucotrienos B4, TNF-" e IL-1! e sobre a 
eosinofilia, que são fatores que afetam a funcionalidade do músculo liso das vias 
aéreas e a hiper-responsividade brônquica. Conclusão: a eficácia da 
suplementação com óleo de peixe em ratos asmáticos pode ser limitada por uma 
ação ineficiente sobre a contração do MLA, o que pode ser decorrente da falta de 
efeito na modulação que o óleo de peixe exerce sobre as concentrações de 
leucotrieno B4 na asma, ou ainda, à resistência do MLA aos efeitos dos AGPI n-3. 
Palavras-chave: óleo de peixe; ácidos graxos n-3; asma; músculo liso das vias 




The anti-inflammatory effects of supplementation with fish oil mainly result from the 
incorporation of polyunsaturated fatty acids (PUFA) n-3 in cell membranes and 
consequent modulation of eicosanoid production and inflammatory cytokines. 
However, its efficacy in asthma has been shown to be inconsistent and few studies 
have been conducted on its effect on functionality of airway smooth muscle (ASM), 
which is crucial for asthma. Objective: To evaluate the effects of dietary 
supplementation of asthmatic rats with fish oil on the functionality of ASM and static 
pulmonary compliance, as well as on inflammatory parameters related to hyper-
responsiveness and airway obstruction. Material and Methods: Wistar rats were 
divided into 4 groups: control (C), supplemented with fish oil (OP), asthma (A) and 
asthmatic supplemented with fish oil (AOP). AOP and OP groups were supplemented 
with 1 g fish oil / kg body mass for 21 days and the groups A and AOP were asthma-
induced with ovalbumin. Twenty-four hours after the last ovalbumin challenge, the 
total and differential cell count of broncho-alveolar lavage (BAL) and the phagocytic 
and adhesion capacity of alveolar macrophages were evaluated; smooth muscle 
obtained from a ring of trachea was isolated and the force of contraction and the 
relaxation were assessed; static pulmonary compliance was measured using a 
pressure transducer; lung concentrations of interleukin-1! (IL-1!), tumor necrosis 
factor-" (TNF-"), prostaglandin E2 (PGE2), thromboxane B2 (TXB2), leukotriene B4 
(LTB4), F2 isoprostane (8-Iso PGF2") and lipoxin A4 (LXA4) were evaluated by 
enzymatic imunoassays; Lung fatty acids (FA) profile was assessed by gas 
chromatography; the analysis of airway wall thickness and the amount of the mucus 
were performed by bronchial morphometry. Statistical analysis was performed using 
ANOVA with Tukey post-test and differences were considered significant for p<0.05. 
Results: Supplementation of asmathic animals with fish oil suppressed cell 
infiltration into the lungs, reduced the phagocytic capacity of alveolar macrophages 
and increased static lung compliance; reduced lung concentrations of thromboxane 
B2, F2 isoprostanes and prostaglandin E2, but had no effect on the levels of 
leukotriene B4, TNF-" and IL-1! and on eosinophilia, which are factors affecting the 
functionality of the airway smooth muscle and hyper-responsiveness. Conclusion: 
The effectiveness of fish oil supplementation in asthmatic rats can be limited by an 
inefficient action on ASM force of contraction, which may relate to the lack of effect 
upon the modulation of leukotrienes B4 by fish oil in asthma, or to the resistance of 
ASM to n-3 PUFA effects. 
Key-words: fish oil, n-3 fatty acids; asthma, airway smooth muscle; lung compliance; 
eicosanoids; cytokines. 
  
LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Figura 1 - Fórmula estrutural condensada plana dos ácidos graxos poli-insaturados 
da família n-3 eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) e o código 
númerico que representa a estrutura ....................................................................... 20 
Figura 2 - Fórmula estrutural condensada plana do ácido araquidônico (AA) e o 
código númerico que representa a estrutura ............................................................ 21 
Figura 3 - Visão geral da conversão de ácido araquidônico em eicosanoides ........ 23 
Figura 4 - Visão geral da síntese de mediadores lipídicos a partir do ácido 
araquidônico (AA), ácido eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) e 
seus efeitos na inflamação........................................................................................ 24 
Figura 5 - Esquema da apresentação de antígeno com ativação de células T helper 
progenitoras (Thp), preferencialmente em células T helper 2 (Th2) do que T helper 1 
(Th1), e citocinas envolvidas ..................................................................................... 29 
Figura 6 - Estrutura da Prostaglandina F2" (PGF2") (a) e de seu isômero, gerado por 
peroxidação lipídica, 8-Isoprostano F2" (8-Iso-PGF2") (b) ........................................ 34 
Figura 7 - Biossíntese da lipoxina nas vias aéreas .................................................. 34 
Figura 8 - Representação esquemática da contração do músculo liso das via aéreas 
induzida por agonistas .............................................................................................. 37 
Figura 9 - Representação esquemática do relaxamento do músculo liso das via 
aéreas induzida por isoproterenol ............................................................................ 38 
Figura 10 - Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo C 
................................................................................................................................... 58 
Figura 11 - Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo 
OP ............................................................................................................................ 58 
Figura 12 - Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo A 
................................................................................................................................... 59 
Figura 13 - Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo 
AOP .......................................................................................................................... 59 
Figura 14 - Capacidade de adesão de macrófagos de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe............................................... 60 
Figura 15 - Capacidade fagocitária de macrófagos de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 61 
Figura 16 - Força de contração (8A) e relaxamento (8B) do músculo liso das vias 
respiratórias de ratos asmáticos e não asmáticos suplementados ou não com óleo 
de peixe .................................................................................................................... 62 
Figura 17 - Complacência pulmonar estática em ratos asmáticos e não asmáticos 
suplementados ou não com óleo de peixe ............................................................... 63 
Figura 18 - Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados de 
uma das lâminas do grupo C .................................................................................... 65 
Figura 19 - Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados de 
uma das lâminas do grupo OP ................................................................................. 65 
Figura 20 - Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados de 
uma das lâminas do grupo A .................................................................................... 66 
Figura 21 - Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados de 
uma das lâminas do grupo AOP ............................................................................... 66 
Figura 22 - Concentração de TNF-" em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 67 
Figura 23 - Concentração de IL-1! em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 68 
Figura 24 - Concentração de PGE2 em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 69 
Figura 25 - Concentração de TXB2 em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 69 
Figura 26 - Concentração de LTB4 em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 70 
Figura 27 - Concentração de 8-Iso PGF2" em tecido pulmonar de ratos asmáticos e 
não asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe ....................................... 71 
Figura 28 - Concentração de LXA4 em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 72 
Figura 29 - Concentração de RvE1 em tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 72  
LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1 – Número absoluto e relativo de células no LBA de ratos asmáticos e não 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe .............................................. 56 
Tabela 2 – Análise morfométrica histológica do tecido pulmonar de ratos asmáticos e 
não asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe ...................................... 64 
Tabela 3 – Porcentagem de ácidos graxos dos lipídios totais do pulmão de ratos 
asmáticos e não asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe obtidas por 
cromatografia gasosa ............................................................................................... 73 
  
LISTA DE QUADROS 
 
Quadro 1 - Representação do período experimental, com a indicação dos 
procedimentos realizados a cada dia, de suplementação, sensibilização à 
ovalbumina (OVA) e desafio alergênico pulmonar ................................................... 45 
  
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
8-Iso PGF2" = 8-isoprostano Prostaglandina F2" 
A = Grupo asmático 
AA = Ácido araquidônico 
Ach = Acetilcolina 
Ae = Área externadas vias aéreas 
AG = Ácidos graxos 
AGPI = Ácidos graxos poli-insaturados 
Ai = Área internadas vias aéreas 
Ai* = Área luminal ideal!
Ame = Área muscular externadas vias aéreas 
ANOVA = Analyses of variance (Análise de variância) 
AOP = Grupo asmático suplementado com óleo de peixe 
AR = Adreno-receptor (Receptor adrenérgico) 
ASM = Airway smooth muscle 
BAL= = Broncho-alveolar lavage 
BHT = Butylated hydroxytoluene (Hidróxido de tolueno butilato) 
BR = Bradicinina 
C = Grupo controle 
C[st] = Complacência pulmonar estática 
cAMP = Adenosina monofosfato cíclico 
COX = Ciclo-oxigenase  
DHA = Docosapentaenoic acid (ácido docosahexaenoico) 
DP = Variação de pressão 
DPA = Docosahexaenoic acid (ácido docosapentaenoico) 
DV = Variação de volume 
EDTA = Ethylenediamine tetraacetic acid 
EIA = Enzyme immune assay (ensaio imuno-enzimático) 
ELISA = Enzyme linked immuno sorbant assay 
EMAG = Ésteres metílicos de ácidos graxos 
EPA = Eicosapentaenoic acid (ácido eicosapentaenoico) 
EPM = Erro Padrão da Média 
FA = Fatty acids 
GM-CSF = Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor 
HE = Hematoxilina/Eosina 
HPETE = Hydroperoxyeicosatetraenoic acid (ácido hidroperoxieicosatetraenoico) 
IgE = Imunoglobulina E 
IL = Interleucina 
IL-1! = Interleucina 1-beta 
IP3 = Trifosfato de inositol 
Iso = Isoproterenol 
LBA = Lavado Broncoalveolar 
LOX = Lipo-oxigenase 
LT = Leucotrienos 
LTA4 = Leucotrieno A4 
LTB4 = Leucotrieno B4 
LTC4= Leucotrieno C4 
LTD4= Leucotrieno D4 
LTE4= Leucotrieno E4 
LXA4 = Lipoxina A4 
MCPs1-3 = Monocyte Chemotatic Proteins 1-3 
MDC = Macrophage-Derived Chemokine 
MLA = Músculo liso das vias aéreas 
MLC = Miosin Light Chain (cadeia leve da miosina) 
MLCK = Miosin Light Chain kinase (cadeia leve da miosina quinase) 
NF#B = Nuclear Factor Kappa B (Fator Nuclear Kappa B) 
NKA = Neurocinina A 
OP = Grupo suplementado com óleo de peixe 
OVA = Ovalbumina 
PBS = Phosphate Buffered Saline (solução salina tamponada com fosfato) 
Pe = Perímetro externo das vias aéreas 
PG = Prostaglandinas 
PGD2= Prostaglandina D2 
PGDS = Prostaglandina D Sintase 
PGE2= Prostaglandina E2 
PGES= Prostaglandina E Sintase  
PGF2" = Prostaglandina F2" 
PGH2 = Prostaglandina H2 
PGI2= Prostaglandina I2 ou prostaciclina 
Pi = Perímetro interno das vias aéreas 
PKA = Proteína quinase A 
PLC = Fosfolipase C 
Pme = Perímetro muscular externo das vias aéreas 
PUFA = Polyunsaturated fatty acids 
RANTES = Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted 
RvE1 = Resolvina E1 
TARC = Thymus and Activation-Regulated Chemokine 
Th = T helper 
TNF-" = Tumor Necrosis Factor-" (Fator de Necrose Tumoral-") 
TXA2 = Tromboxano A2 
TXB2 = Tromboxano B2 
WAi = Área interna da parede 
WAo = Área da parede adventícia 






1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 16!
1.1 OBJETIVOS ..................................................................................................... 19!
1.1.1! Objetivo Geral .......................................................................................... 19!
1.1.2 Objetivos Específicos ................................................................................. 19!
2 REVISÃO DE LITERATURA ................................................................................. 20!
2.1 EFEITOS ANTI-INFLAMATÓRIOS DO ÓLEO DE PEIXE ............................... 20!
2.2 ASMA ............................................................................................................... 26!
2.2.1 Patogenia da asma alérgica ....................................................................... 27!
2.2.2 Mediadores da inflamação asmática .......................................................... 31!
2.2.2.1 Mediadores proteicos .......................................................................... 31!
2.2.2.2 Mediadores lipídicos ............................................................................ 32!
2.2.3 Hiper-responsividade do músculo liso das vias aéreas e mediadores 
inflamatórios ........................................................................................................ 35!
2.2.4 Alterações na parede das vias aéreas em asmáticos e na complacência 
pulmonar ............................................................................................................. 40!
3 MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 43!
3.1 ANIMAIS ........................................................................................................... 43!
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL ........................................................................... 43!
3.3 SUPLEMENTAÇÃO ......................................................................................... 44!
3.4 INDUÇÃO DE UM QUADRO INFLAMATÓRIO PULMONAR SEMELHANTE 
AO DA ASMA EM ANIMAIS INICIALMENTE SADIOS ............................................. 44!
3.4.1 Sensibilização à ovalbumina (OVA) ........................................................... 45!
3.4.2 Desafio alergênico pulmonar com OVA ..................................................... 45!
3.5 COLETA DO LBA E CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CÉLULAS ... 46!
3.6 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE ADESÃO E FAGOCITÁRIA DE 
MACRÓFAGOS ALVEOLARES EM MICROPLACAS .............................................. 47!
3.6.1 Isolamento dos macrófagos alveolares ...................................................... 47!
3.6.2 Determinação da capacidade de adesão de macrófagos aderidos à 
microplaca pela coloração com Giemsa ............................................................. 47!
3.6.3 Determinação da capacidade fagocitária de macrófagos alveolares ......... 48!
3.7 DETERMINAÇÃO DA RESPONSIVIDADE DO MÚSCULO LISO TRAQUEAL A 
ACETILCOLINA E ISOPROTERENOL ..................................................................... 48!
3.8 DETERMINAÇÃO DA COMPLACÊNCIA PULMONAR ESTÁTICA ................. 49!
3.9 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS DIMENSÕES DA PAREDE E DA 
OBLITERAÇÃO DAS VIAS AÉREAS ........................................................................ 49!
3.10 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE TNF-! E IL-1" NO TECIDO 
PULMONAR .............................................................................................................. 50!
3.11 AVALIAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE EICOSANOIDES NO TECIDO 
PULMONAR .............................................................................................................. 52!
3.12 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS NO TECIDO PULMONAR 53!
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................ 55!
4 RESULTADOS ....................................................................................................... 56!
4.1 NÚMERO TOTAL DE CÉLULAS E CONTAGEM DIFERENCIAL DE CÉLULAS 
NO LBA ...................................................................................................................... 56!
4.2 CAPACIDADE DE ADESÃO E CAPACIDADE FAGOCITÁRIA DE 
MACRÓFAGOS ALVEOLARES ................................................................................ 60!
4.3 RESPONSIVIDADE DO MÚSCULO LISO DAS VIAS AÉREAS ...................... 61!
4.4 COMPLACÊNCIA PULMONAR ESTÁTICA ..................................................... 62!
4.5 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS BRONQUÍOLOS E MUCO ........................ 63!
4.6 CONCENTRAÇÕES DE TNF-! E IL-1" NO TECIDO PULMONAR ............... 67!
4.7 CONCENTRAÇÃO DE EICOSANOIDES NOS PULMÕES ............................. 68!
4.8 PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS NO TECIDO PULMONAR ............................. 72!
5 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 75!
6 CONCLUSÕES ...................................................................................................... 84!
REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 85!
ANEXOS ................................................................................................................. 101!







! Os efeitos anti-inflamatórios da suplementação com óleo de peixe têm sido 
amplamente estudados. No óleo de peixe, encontram-se quantidades substanciais 
de ácidos graxos poli-insaturados n-3 (AGPI n-3), representados pelo ácido 
eicosapentaenoico (EPA) e ácido docosahexaenoico (DHA). Esses AGPI são 
incorporados nas membranas celulares de leucócitos, o que resulta na produção de 
eicosanoides anti-inflamatórios derivados do EPA e DHA, os quais têm menor 
potencial inflamatório ou podem participar da resolução da inflamação. Além disso, a 
incorporação desses ácidos graxos acontece às custas do ácido araquidônico (AA) 
(FETTERMAN; ZDANOWICZ, 2009; CALDER, 2009; CALDER, 2010a; MILES, 
CALDER, 2012), que é o ácido graxo mais comumente encontrado nas membranas 
das células inflamatórias. Nos processos inflamatórios como a asma, o AA serve 
como substrato para a geração de eicosanoides que participam da infiltração de 
leucócitos nos pulmões, produção de muco nas vias aéreas, edema, contração da 
musculatura lisa brônquica e hiper-responsividade brônquica. 
Além da incorporação nas membranas celulares e modulação da 
disponibilidade de substratos para conversão em eicosanoides bioativos, estudos 
recentes sugerem que os ácidos graxos n-3 exercem efeitos anti-inflamatórios, 
prevenindo a ativação de fatores de transcrição como o Fator Nuclear Kappa B 
(Nuclear Factor Kappa B - NF#B), a qual ocorre em resposta a estímulos 
inflamatórios (CALDER, 2012a). Esse fator de transcrição está envolvido na indução 
da expressão de genes que codificam uma variedade de proteínas envolvidas na 
inflamação, como por exemplo citocinas inflamatórias, moléculas de adesão e 
enzimas das vias de produção de eicosanoides inflamatórios. Assim, a redução da 
ativação do NFkB pode ser também um mecanismo pelo qual o EPA e DHA 
reduzem a quimiotaxia, a produção de citocinas inflamatórias e a expressão de 
moléculas de adesão em leucócitos (CALDER, 2012b; CALDER, 2013). Como 
resultado dessas ações anti-inflamatórias, o óleo de peixe tem sido utilizado em 
doenças como a artrite reumatóide, a doença de Crohn e a psoríase (CALDER, 
2006; CALDER, 2010a). Nesses casos, os estudos demonstram que a 
suplementação com óleo de peixe pode ser fornecida para diminuir a resposta 
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inflamatória característica, evidenciando efeitos clínicos benéficos. Entretanto, a 
eficácia da suplementação com óleo de peixe na asma tem se mostrado 
inconsistente (THIEN et al, 2002; CALDER, 2006). Apesar de alguns estudos 
demonstrarem que o óleo de peixe reduz a produção de mediadores inflamatórios 
lipídicos e a quimiotaxia de leucócitos em asmáticos (ARM et al, 1988, 
MICKLEBOROUGH et al, 2006), os dados clínicos relativos ao efeito da 
suplementação com óleo de peixe na asma têm sido equivocados e existem poucas 
evidências que apoiam a recomendação de tal suplementação para auxiliar o 
controle da asma (WOODS et al, 2004; YIN et al, 2009). 
A asma é uma doença alérgica caracterizada pela hiper-responsividade das 
vias aéreas, bronco-constrição, secreção de muco e eosinofilia (UMETSU et al, 
2002; DOUGHERTY; FAHY, 2009; BLACK et al, 2012). Em contato com o alérgeno, 
o indivíduo asmático apresenta uma reação imediata de bronco-constrição e a 
liberação concomitante de mediadores inflamatórios. Uma obstrução do fluxo de ar é 
estabelecida como resultado da contração concêntrica do músculo liso das vias 
aéreas, do edema e da obstrução luminal por muco (DOUGHERTY; FAHY, 2009). 
A hiper-responsividade e a constrição brônquica observadas na asma 
dependem essencialmente da funcionalidade do músculo liso das vias aéreas 
(BLACK et al, 2012). As propriedades contráteis são moduladas pelos mediadores 
inflamatórios secretados tanto pelos leucócitos quanto pelo músculo liso das vias 
aéreas. Entre esses estão a interleucina-1! (IL-1!) e o fator de necrose tumoral-" 
(TNF-"), citocinas presentes em altas concentrações na asma, e os eicosanoides 
derivados do ácido araquidônico (AA), tais como os leucotrienos da série 4, os 
tromboxanos, as prostaglandinas e os isoprostanos da série 2. A ação desses 
mediadores sobre o músculo liso afeta a hiper-responsividade brônquica, que é a 
principal característica clinicamente relevante e que define a asma (RUBIN et al, 
1987; SOLWAY; FREDBERG, 1997; NOBLE et al, 2012; PASCOE et al, 2012) e, 
portanto, é um foco importante no seu tratamento (BARNES, 2011). 
Os medicamentos clinicamente disponíveis e atualmente considerados os 
mais efetivos para o controle da asma atuam modulando a produção e a ação dos 
mediadores inflamatórios com papel na contração do músculo liso das vias aéreas 
(RAMSAY et al, 2009; OKUNISHI; PETERS-GOLDEN, 2011). Os medicamentos 
considerados de primeira-linha no tratamento da asma são os glicocorticoides 
18 
!
(CHANEZ et al, 2007). Mesmo assim, o tratamento é limitado, pois a via de 
produção dos leucotrienos é relativamente resistente aos corticoides (GYLLFORS et 
al 2006; OKUNISHI; PETERS-GOLDEN, 2011). Entre os mediadores inflamatórios, 
os leucotrienos são os que apresentam ação mais potente sobre a contração do 
músculo liso das vias aéreas (LEVY, 2005; JAMES et al, 2007; FOSTER et al, 2013; 
MONTUSCHI; PETERS-GOLDEN, 2010; BARNES, 2011; HALLSTRAND; 
HENDERSON, 2010; SINGH et al, 2010; OKUNISHI; PETERS-GOLDEN, 2011; YAN 
et al, 2011), e portanto, os antagonistas dos receptores de leucotrienos e os 
inibidores de enzimas das vias de produção de leucotrienos também têm sido 
utilizados para o tratamento da asma, em associação aos glicocorticoides (CHANEZ 
et al, 2007), mas também apresentam limitações (MONTUSCHI et al 1999; 
STANKOVA et al, 2002; KHARITONOV et al, 2002; BARALDI et al, 2003; 
GYLLFORS et al, 2006; NEGRI et al, 2008; HOLGATE, 2010; OKUNISHI, PETERS-
GOLDEN, 2011). Devido ao seu potencial efeito sobre a produção dos eicosanoides 
inflamatórios derivados do ácido araquidônico pelas vias da ciclo-oxigenase e da 
lipo-oxigenase, e pelas vias não enzimáticas, o óleo de peixe poderia fornecer uma 
alternativa para o controle da asma. Então, porque os efeitos da suplementação com 
óleo de peixe na asma têm se mostrado inconsistentes até a presente data? Os 
mecanismos envolvidos nesse efeito limitado do óleo de peixe na asma estão 
relacionados com os mediadores inflamatórios com papel na hiper-responsividade 
brônquica? 
Em contraste com os vários relatos sobre os efeitos anti-inflamatórios do 
óleo de peixe, poucos estudos foram realizados sobre sua ação na funcionalidade 
do músculo liso das vias aéreas, o que é determinante para a asma. Assim, o estudo 
dos efeitos do óleo de peixe sobre a funcionalidade do músculo liso das vias aéreas 
e da produção de mediadores inflamatórios no pulmão de asmáticos relacionados à 
mecânica respiratória poderia revelar os mecanismos que resultam na falta de 
evidências de efeitos consistentes dessa suplementação para o controle da asma. 
No presente trabalho, foi avaliado o efeito da suplementação com óleo de 
peixe na força de contração do músculo liso das vias aéreas e na complacência 
pulmonar estática e na produção de mediadores inflamatórios nos pulmões de ratos 
asmáticos que participam ativamente na hiper-responsividade do músculo liso das 
vias respiratórias. A hipótese deste estudo é que a falta de efetividade do óleo de 
peixe na asma pode estar relacionada à funcionalidade do músculo liso das vias 
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1.1.1 Objetivo Geral 
!
 
Avaliar os efeitos da suplementação de ratos asmáticos com óleo de peixe 
sobre a contração do músculo liso das vias aéreas e a complacência pulmonar 
estática e sobre parâmetros inflamatórios relacionados com a hiper-responsividade 
brônquica e obstrução das vias aéreas. 
 
 
1.1.2 Objetivos Específicos 
!
!
Avaliar os efeitos da suplementação com óleo de peixe em ratos asmáticos 
sobre os seguintes parâmetros: 
a) Infiltração de células nas vias aéreas e perfil citológico no lavado bronco-
alveolar (LBA); 
b) Capacidade fagocitária e de adesão de macrófagos alveolares; 
c) Contração e relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas; 
d) Complacência pulmonar estática; 
e) Espessura da parede das vias aéreas e obstrução por muco; 
f) Concentração das citocinas inflamatórias TNF-" e IL-1! nos pulmões; 
g) Concentração de prostaglandina E2, tromboxano B2, 8-isoprostano F2", 
leucotrieno B4, lipoxina A4 e resolvinaE1 no tecido pulmonar; 




2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 EFEITOS ANTI-INFLAMATÓRIOS DO ÓLEO DE PEIXE 
 
 
No óleo de peixe, encontram-se quantidades substanciais de ácidos graxos 
poli-insaturados n-3 (AGPI n-3) representados pelo ácido eicosapentaenoico (EPA) e 
ácido docosahexaenoico (DHA) (CALDER, YAQOOB, 2009), os quais apresentam 
cadeia longa (20 e 22 átomos de carbono, respectivamente) e insaturações 
múltiplas, com a primeira dupla ligação entre o terceiro e quarto átomos de carbono 








DHA, C22:6, n-3 
 
Figura 1. Fórmula estrutural condensada plana dos ácidos graxos poli-insaturados da família n-3 
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) e o código númerico que representa a 
estrutura. Na fórmula, os átomos de carbono são representados pelas pontas e inflexões entre os 
traços, e as ligações entre eles representadas pelos traços. O EPA contém 20 átomos de carbono, e 
5 duplas ligações (representadas pelos traços duplos) e a primeira dupla ligação, contada a partir do 
terminal metila, está entre o terceiro e o quarto carbonos. O DHA contém 22 átomos de carbono e 6 
duplas ligações, e a primeira dupla ligação também entre o terceiro e o quarto carbonos a partir do 
terminal metila. O código numérico, apresentado abaixo da fórmula estrutural e ao lado da abreviatura 
do nome sistemático, indica o número de carbonos após a letra C e o número de duplas ligações 
após os dois pontos, e ainda o número do carbono, contado a partir do terminal metila, em que está a 
primeira dupla ligação. 
 
 
Esses ácidos graxos são classificados como essenciais na dieta humana por 
atender a dois requisitos: 1) o organismo não é capaz de sintetizá-lo; 2) são 
imprescindíveis ao organismo (GIUDETTI, CAGNAZZO, 2012). A importância dos 
ácidos graxos n–3 na dieta para a funcionalidade dos leucócitos é evidenciada 
desde a década de 1980, basicamente pela sua conversão em eicosanoides 
bioativos: as prostaglandinas, os leucotrienos, as tromboxanas e as lipoxinas 
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(YAQOOB; CALDER, 2007). Os eicosanoides são mediadores lipídicos com 20 
carbonos, derivados de AGPI (CALDER, 2010b; SADIK; LUSTER 2012), que 
regulam as respostas inflamatórias e imunitárias (CALDER, 2010b; RICCIOTTI; 
FITZGERALD, 2011). Desde então, muitos estudos têm demonstrado o papel anti-
inflamatório dos AGPI n-3 suplementados na dieta, e seus benefícios em doenças 
que envolvem processos inflamatórios.  
Os efeitos anti-inflamatórios do óleo de peixe são atribuídos à incorporação 
de AGPI n-3 nas membranas celulares (CALDER, 2010b), que acontece 
dependendo da dose e do tempo de suplementação (CALDER, 2010b). A 
incorporação do EPA e DHA reduz a disponibilidade do ácido araquidônico (AA) 
para a produção de eicosanoides conhecidos por suas propriedades pró-
inflamatórias, como as prostaglandinas e tromboxanos da série 2, e leucotrienos da 
série 4 (FETTERMAN; ZDANOWICZ, 2009; CALDER, 2009; CALDER, 2010a). Isso 
porque o EPA e o DHA incorporados servem como substrato para as mesmas 
enzimas que convertem o AA em seus metabólitos pró-inflamatórios, inibindo assim 
essas vias enzimáticas (CALDER 2010b). O metabolismo do AA - um AGPI de 20 
carbonos da família n-6 (a primeira ligação insaturada entre o sexto e sétimo átomos 
de carbono a partir do terminal metila) (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011) (Figura 2) 




AA, C20:4, n-6 
 
Figura 2. Fórmula estrutural condensada plana do ácido araquidônico (AA), também chamado de 
ácido eicosatetraenoico na nomenclatura sistemática e o código númerico que representa a estrutura. 
Esse ácido graxo poli-insaturado contém 20 átomos de carbono e 4 duplas ligações, com a primeira 
dupla ligação entre o sexto e o sétimo átomos de carbono a partir do terminal metila. O código 
numérico, apresentado abaixo da fórmula estrutural e ao lado da abreviatura do nome comum (ou 
histórico), indica o número de carbonos após a letra C e o número de duplas ligações após os dois 




A produção desses eicosanoides inflamatórios inicia-se com a liberação do 
AA a partir de fosfolipídios da membrana através da fosfolipase A2, em resposta a 
estímulos inflamatórios (BURKE; DENNIS, 2009; SASTRE; DEL POZO, 2012). A 
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seguir, o AA pode ser rapidamente metabolizado em produtos intermediários 
oxigenados pela ação das ciclo-oxigenases (COX), ou das lipo-oxigenases (LOX) 
(Figura 3) ou ainda do citocromo P450 (SADIK; LUSTER, 2012). Esses produtos 
oxigenados são moléculas instáveis que rapidamente são transformadas nos 
eicosanoides inflamatórios biologicamente ativos por enzimas específicas que têm 
atividade sintetase ou isomerase (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Por exemplo, o 
AA pode ser convertido primeiramente em Prostaglandina H2 (PGH2) pela ciclo-
oxigenase (COX) e a seguir, a enzima Prostaglandina D Sintase (PGDS) converte a 
PGH2 em prostaglandina D2 (PGD2), uma prostaglandina inflamatória biologicamente 
ativa (ALMISHRI et al, 2005). A PGH2 também pode ser convertida em 
Prostaglandina E2 (PGE2) – pela prostaglandina E Sintase (PGES) –, em 
tromboxano A2 (TXA2) – pela tromboxano sintetase –, ou em PGI2 pela prostaciclina 
sintetase, ou PGF2" por uma enzima redutase. O produto final que é gerado a partir 
da PGH2 varia de acordo com o tipo de tecido e o padrão da expressão das enzimas 
sintetases específicas (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011) (Figura 3). O AA pode 
também ser primeiramente metabolizado em intermediários instáveis como os 
ácidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE) e em seguida em leucotrieno A4 
(LTA4), também instável, pelas lipo-oxigenases (LOX) (EVANS et al, 2008; 
HALLSTRAND; HENDERSON, 2010). A seguir enzimas específicas convertem o 
LTA4 nos metabólitos biologicamente ativos, como o leucotrieno B4 (LTB4), o 
leucotrieno C4 (LTC4), leucotrieno D4 (LTD4) e leucotrieno E4 (LTE4) (Figura 3). 
Os eicosanoides produzidos a partir do AA participam de vários processos 
fisiológicos e fisiopatológicos, modulando as respostas inflamatórias dependendo do 
local e do momento em que são produzidos no organismo, da natureza do estímulo, 
do tipo de células presentes, da sensibilidade dos tecidos-alvo e da concentração 
dos diferentes eicosanoides gerados. Esses eicosanoides atuam sobre a quimiotaxia 
de leucócitos, sobre a produção e liberação de outros mediadores lipídicos e 
peptídicos que participam das respostas inflamatórias (SADIK; LUSTER 2012), e 
seu papel na asma será discutido em um capítulo mais adiante. Apesar de a maioria 
dos eicosanoides gerados a partir do AA ter efeitos inflamatórios em muitas 
doenças, o AA também pode dar origem a mediadores que participam da resolução 
da inflamação como as lipoxinas (Figura 3). A lipoxina A4 (LXA4) tem um importante 




Figura 3. Visão geral da conversão deácido araquidônico em eicosanoides. Adaptado de CALDER, 
2006. AA = ácido araquidônico; COX = ciclo-oxigenase; LOX = lipo-oxigenase; HPETE = ácido 
hidroperoxidoeicosotetraenoico; HETE = ácido hidroxieicosatetraenoico; PGD2 = prostaglandina D2; 
PGE2 = prostaglandina E2; PGI2 = prostaglandina I2; TXA2 = tromboxano A2; PGF2 = prostaglandina 
F2; LXA4 = lipoxina A4; LTA4 = leucotrieno A4; LTB4 = leucotrieno B4; LTC4 = leucotrieno C4; LTD4 = 
leucotrieno D4; LTE4 = leucotrieno E4. 
 
 
A incorporação dos AGPI n-3 nas membranas celulares pode ainda fornecer 
substrato para a formação de eicosanoides considerados menos inflamatórios, tais 
como as prostaglandinas da série 3 e os leucotrienos da série 5, e eicosanoides com 
papel na resolução da inflamação, como as resolvinas E e D. As prostaglandinas da 
série 3 e os leucotrienos da série 5 são formados a partir do EPA incorporado nas 
membranas celulares de leucócitos, pelas vias da ciclo-oxigenase (COX) e lipo-
oxigenase (LOX), respectivamente (Figura 4). 
Esses eicosanoides têm uma estrutura ligeiramente diferente da dos 
eicosanoides formados pelas mesmas vias enzimáticas a partir do acido 
araquidônico (AA) e apresentam menor potencial inflamatório que esses últimos, por 
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serem menos potentes agentes quimiotáticos de neutrófilos ou por terem menor 
ação sobre a indução da produção de citocinas ou expressão de genes 
inflamatórios. O EPA e o DHA também podem servir de substratos para a ciclo-
oxigenase, dando origem às resolvinas E e D, respectivamente, as quais são 
consideradas anti-inflamatórias, por participarem da resolução da inflamação (Figura 
4). A resolvina E1 (RvE1), por exemplo, inibe a transmigração de leucócitos 
polimorfonucleares através da membrana endotelial e barreiras epiteliais e promove 
o clearance por macrófagos de células polimorfonucleares apoptóticas em 




Figura 4.Visão geral da síntese de mediadores lipídicos a partir do ácido araquidônico (AA), ácido 
eicosapentaenoico (EPA) e ácido docosahexaenoico (DHA) e seus efeitos na inflamação. Adaptado 




Além de modificar o perfil de mediadores lipídicos, a suplementação com 
óleo de peixe pode influenciar a produção de mediadores peptídicos, como as 
citocinas e outras quimiocinas, e a expressão de moléculas de adesão, o que pode 
ser resultado das alterações sobre a produção de eicosanoides, mas também pode 
ser por mecanismos de ação independentes da modificação do perfil de 
eicosanoides (CALDER, 2009). Por exemplo, as resolvinas, geradas a partir do EPA 
e DHA inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-" e IL-1!, que 
seria um efeito resultante da modificação do perfil de eicosanoides (CALDER, 
2012b). Mas o óleo de peixe pode também exercer seus efeitos anti-inflamatórios 
por reduzir a ativação de fatores de transcrição, como o Fator Nuclear kappa B 
(Nuclear Factor kappa B - NF#B) (CALDER, 2011; CALDER, 2013). O NF#B é 
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considerado de importância central, regulando a expressão de muitos genes 
envolvidos nas respostas inflamatórias, frequentemente funcionando em conjunto 
com outros fatores de transcrição de genes inflamatórios e imunológicos. Esse fator 
de transcrição é um potente indutor da produção de citocinas inflamatórias, como 
por exemplo a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose 
tumoral-" (tumor necrosis factor-" – TNF-") e é o principal fator de transcrição 
envolvido na regulação de moléculas de adesão e genes da ciclo-oxigenase-2. O 
NF#B consiste basicamente de cinco subunidades proteicas, entre elas a p50 e p65, 
que se encontram associadas a uma proteína inibitória (I#B-") no citoplasma das 
células, associação essa que impede que o NF#B seja translocado para o núcleo 
das células (CALDER, 2012b). Quando as células são estimuladas por um sinal 
apropriado, o I#B-" é fosforilado (por proteínas cinases), poliubiquitinado, e 
degradado, permitindo que o NF#B penetre o núcleo e possa ligar-se a sequências 
específicas da região promotora de genes que codificam citocinas pró-inflamatórias, 
quimiocinas, enzimas das vias de síntese dos mediadores lipídicos, imuno-
receptores e moléculas de adesão, amplificando o processo inflamatório (MANKAN 
et al, 2009; JUNG et al, 2012). 
Por causa da evidência de efeitos benéficos em várias inflamações 
patológicas (WADA et al, 2007), incluindo artrite reumatoide, doença de Crohn, 
diabetes mellitus, doenças cardiovasculares e câncer (CALDER, 2013), o consumo 
de AGPI n-3 (EPA e DHA) tem sido recomendado (VILLANI et al, 2013). Em 
algumas doenças, já foi demonstrado que a suplementação com óleo de peixe pode 
melhorar os sintomas, e dessa forma se estabelece como medicina complementar 
em alguns países e está entre os suplementos nutricionais mais frequentemente 
utilizados, depois das vitaminas e minerais (VILLANI et al, 2013). 
Devido a esses efeitos anti-inflamatórios, foi postulado que o óleo de peixe 
também tenha efeitos na asma. Assim alguns trabalhos foram realizados e embora 
um ou outro tenham demostrado efeito do óleo de peixe sobre parâmetros 
inflamatórios (ARM et al, 1988, MICKLEBOROUGH et al, 2006), como na 
quimiotaxia de leucócitos e na modificação da produção de mediadores lipídicos em 
asmáticos, a maioria revelou efeitos clínicos inconsistentes (THIEN et al, 2002; 
CALDER, 2006), o que sugere poucas evidências da eficácia da suplementação com 






O termo asma origina-se do vocábulo grego $#$µ" e significa estar sufocado 
ou ofegante, e era usado para descrever todas as doenças respiratórias e a falta de 
ar (HOLGATE, 2010). Nos últimos 60 anos, o conceito de asma apresentou muitas 
modificações significativas e os conhecimentos foram sendo paulatinamente 
agregados, proporcionando progressos no tratamento (SILVA; HETZEL,1998). Há 
60 anos, a asma ainda era conceituada basicamente como uma doença que 
produzia broncoespasmo episódico, caracterizado por contração do músculo liso das 
vias aéreas, e tratada com uso de broncodilatadores. Esse conceito da asma, que 
havia sido introduzido em 1860, a diferenciava de outras doenças brônquicas e 
pulmonares. Em meados de 1980, a presença da hiper-responsividade das vias 
aéreas na asma foi reconhecida, e os estudos voltaram-se para a identificação das 
suas causas. O conhecimento dos mecanismos imunológicos e de 
hipersensibilidade das vias aéreas na asma, adquirido com o progresso da 
fisiopatologia e da imunologia, levaram ao reconhecimento da asma como doença 
inflamatória e o uso dos glicocorticoides inalatórios ampliou as opções terapêuticas 
da asma (SILVA; HETZEL, 1998; SEROOGY; GERN, 2005; BATES et al, 2009; 
HOLGATE, 2010). A asma foi relacionada com as respostas alérgicas atópicas, e o 
papel dos eosinófilos como células centrais na inflamação asmática emergiu 
(BATES et al, 2009). As pesquisas na área da asma também relacionaram os 
linfócitos T ao recrutamento dos eosinófilos e muitos fatores inflamatórios 
relacionados foram identificados. A partir do início dos anos 1990, as respostas 
imunitárias foram diferenciadas de acordo com a funcionalidade dos linfócitos T - em 
respostas T helper1 (Th1) e T helper2 (Th2) - e com as diferentes citocinas produzidas 
por eles, o que forneceu uma compreensão mais clara da forma como a exposição a 
alérgenos poderia iniciar uma resposta IgE específica envolvendo mastócitos, 
basófilos e eosinófilos (ROBINSON et al, 1992; ROBINSON et al, 1993; KLINE; 
HUNNINGHAKE, 1994; HOLGATE, 2010). A partir de então, houve um grande 
aumento do conhecimento das vias alérgicas da inflamação asmática (BARRIOS et 
al, 2006) e outras citocinas envolvidas foram descobertas, bem como as populações 
de linfócitos T distintas que as produzem (ROBINSON, 2009; BATES et al, 2009; 
HOLGATE, 2010; LLOYD; HESSEL, 2010). O envolvimento das populações de 
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células T helper17 (Th17), T helper9 (Th9) e T regulatórias (Treg) e das citocinas 
produzidas por elas na patogenia da asma ainda está sendo elucidado (DURRANT; 
METZGER, 2010; LLOYD; HESSEL, 2010). A descoberta do papel dos mediadores 
lipídicos, como os leucotrienos na hiper-responsividade característica da asma 
levaram ao desenvolvimento de outros medicamentos, como os antagonistas dos 
receptores de leucotrienos e os inibidores da síntese de leucotrienos (HOLGATE, 
2010). 
Atualmente, a asma é considerada uma desordem complexa e heterogênea 
(KIM et al, 2010), com muitos mecanismos moleculares subjacentes à inflamação 
das vias aéreas e à hiper-responsividade (DURRANT; METZGER, 2010) e que 
envolve fatores genéticos e ambientais (MATANGKASOMBUT et al, 2009; 
HOLLOWAY, 2010). São conhecidos também outros tipos de asma 
(MATANGKASOMBUT et al, 2009) que parecem não envolver mecanismos 
dependentes da IgE, como, por exemplo, asma induzida por exercício, asma 
ocupacional, asma por aspirina, asma associada ao uso de !-bloqueadores, 
associada ao refluxo gastroesofágico e associada à doença das vias aéreas 
superiores (SILVA; HETZEL, 1998; DURRANT; METZGER, 2010), mas a asma 
alérgica é a mais comum (BARRIOS et al, 2006; MATANGKASOMBUT et al, 2009; 
MEDOFF et al, 2009; FINKELMAN et al, 2010; KIM et al, 2010) e a mais estudada 
(BHAKTA; WOODRUFF, 2011). Neste trabalho, os mecanismos da resposta 
imunológica da asma alérgica serão abordados, justamente pela relação com o 
modelo de indução à asma utilizado para o estudo experimental. 
 
 
2.2.1 Patogenia da asma alérgica 
 
 
 Apesar do aumento do conhecimento dos mecanismos envolvidos na asma 
a prevalência dessa doença tem continuado a aumentar (MEDOFF et al, 2009) e a 
falta de eficácia dos tratamentos anti-inflamatórios tem sido desapontadora 
(DURRANT; METZGER, 2010). A asma alérgica é uma doença caracterizada pela 
inflamação, obstrução reversível das vias aéreas e hiper-responsividade do músculo 
liso, desencadeadas pela exposição a um alérgeno (BHAKTA; WOODRUFF, 2011). 
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Quando um alérgeno presente no ambiente entra em contato com a 
superfície mucosa do epitélio, penetrando o muco e a barreira epitelial, induz uma 
liberação de citocinas envolvendo receptores de reconhecimento de patógenos no 
epitélio e células mieloides residentes do pulmão, incluindo macrófagos, células 
dendríticas e mastócitos (LOCKSLEY, 2010). A inflamação das vias aéreas é 
sustentada a partir dessa fase inicial através da interação entre o epitélio das vias 
aéreas e células processadoras de antígenos, como as células dendríticas, embora 
estudos recentes demonstrem que os basófilos também possam servir para essa 
função em algumas situações nas inflamações alérgicas (KIM et al, 2010; 
LOCKSLEY, 2010). O reconhecimento, a captação, o processamento e a 
subsequente apresentação de antígeno nos complexos de histocompatibilidade 
(MHC de classe II) por células apresentadoras de antígeno, as células dendríticas, 
juntamente com o acoplamento de moléculas de coestimulação nas células T iniciam 
a resposta do sistema imunitário adaptativo (RICCI et al, 1994; HOLGATE, 2010; 
KIM et al, 2010), que, através do desenvolvimento de células T de memória, da 
diferenciação das células T no subtipo Th2 (BATES et al, 2009) (Figura 5) e 
desenvolvimento de plasmócitos secretores de anticorpos (REINHARDT et al, 2009; 
LOCKSLEY, 2010; BHAKTA; WOODRUFF, 2011), estabelece a cronicidade sobre a 
exposição ao alérgeno (LOCKSLEY, 2010). A ativação dos linfócitos T promove a 
quimiotaxia dos leucócitos, através da liberação de quimiocinas, como eotaxinas, 
TARC (Thymus and Activation-Regulated Chemokine), MDC (macrophage-derived 
chemokine), RANTES (Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and 
Secreted) e MCPs1-3 (Monocyte Chemotatic Proteins 1-3) que aumentam a 
expressão de moléculas de adesão nesses leucócitos, os quais, por sua vez, 
interagem com o endotélio microvascular (GUNDEL et al, 1991; HOLGATE, 2010). 
A subsequente exposição ao mesmo alérgeno estimula a secreção de 
citocinas por linfócitos Th2, através da ativação coordenada de um grupo de genes 
que codificam as interleucinas-3, -4, -5, -9, e -13 e o Fator Estimulador de Colônias 
de Granulócitos e Monócitos/macrófagos (Granulocyte-Macrophage Colony 
Stimulating Factor, GM-CSF). Essas citocinas iniciam e mantêm as características 
patofisiológicas da asma (LLOYD; HESSEL, 2010). As citocinas Th2, em particular a 
IL-5 e a IL-4 também são responsáveis pela ligação entre a resposta imunitária inata 
e adaptativa, promovendo a proliferação de eosinófilos na medula óssea e 




Figura 5. Esquema da apresentação de antígeno com ativação de células T helper progenitoras 
(Thp), preferencialmente em células T helper 2 (Th2) do que T helper 1 (Th1), e citocinas envolvidas. 
Adaptado de CHUNG; BARNES, 1999. MHCII = complexo principal de histocompatibilidade classe II; 
Thp = células T helper progenitoras; B7-2 = molécula coestimulatória de superfície; CD28 = cluster of 
differentiation 28; IL= interleucina; INF-% = interferon-gama; IgE = imunoglobulina E. 
 
 
Nos pulmões, as células Th2 aumentam a sobrevivência de eosinófilos e 
basófilos, pela secreção de IL-5 e IL-3, respectivamente, facilitam a sobrevivência de 
mastócitos, pela secreção de IL-9 (KIM et al, 2010; LOCKSLEY, 2010), e contribuem 
para elaboração de IL-4 e IL-13 (MEDOFF et al, 2009), as quais são necessárias 
para as manifestações epiteliais e musculares da doença (LOCKSLEY, 2010), 
regulando a hiper-responsividade das vias aéreas (GRUNIG et al, 1998; 
FINKELMAN et al, 2010; KIM et al, 2010) e a secreção de muco (GRUNIG et al, 
1998; WILLS-KARP et al, 1998; KIM et al, 2010). A IL-4 também está implicada na 
regulação da síntese de IgE antígeno-específica na asma alérgica (BATES et al, 
2009; FINKELMAN et al, 2010; KIM et al, 2010; BHAKTA; WOODRUFF, 2011). A 
ligação de IgE específica do antígeno ao seu receptor Fc% (Fc%R) nos mastócitos 
promove a degranulação, e conduz a uma rápida produção de mediadores lipídicos, 
como os eicosanoides inflamatórios (SADIK; LUSTER, 2012), e mediadores bronco 
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e vasoativos, como a histamina (BATES et al, 2009; LOCKSLEY, 2010), o que está 
relacionado à queda da função respiratória após o desafio alergênico. A ativação do 
Fc%R em mastócitos, basófilos, eosinófilos e macrófagos também amplifica o 
processo inflamatório, através do direcionamento para a síntese de citocinas, 
quimiocinas, fatores de crescimento e mediadores lipídicos (SHUM et al, 2008) que 
sustentam o recrutamento, a retenção e o prolongamento da vida útil de células 
mielóides, incluindo eosinófilos, basófilos e mastócitos, nos tecidos envolvidos 
(SILVA; HETZEL, 1998; LOCKSLEY, 2010, SADIK; LUSTER, 2012). 
Os macrófagos ativados através dos receptores Fc%R se tornam importante 
fonte de liberação de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-" e a IL-1! (CHUNG; 
BARNES, 1999). Essas citocinas podem agir sobre as células epiteliais, promovendo 
a liberação de outras citocinas e quimiocinas como GM-CSF, IL-8 e RANTES, as 
quais amplificam a resposta inflamatória e levam ao influxo principalmente de 
eosinófilos. Esses, por sua vez, também liberam múltiplas citocinas (CHUNG; 
BARNES, 1999). 
No modelo animal de asma, são realizados procedimentos que levam a uma 
sensibilização sistêmica com um alérgeno (mais comumente ovalbumina) em 
conjunto com um coadjuvante (hidróxido de alumínio), que é responsável por desviar 
a resposta imunitária para a do tipo Th2 (KIM et al, 2010; LLOYD; HESSEL, 2010), e 
a exposição do animal ao aerossol com o mesmo alérgeno, que resulta nos 
sintomas típicos da asma (UMETSU et al, 2002; WAHL et al, 2004; KIM et al, 2010; 
LLOYD; HESSEL, 2010). Tanto na asma como no modelo animal de asma induzida 
por ovalbumina, os eventos que se seguem à exposição ao alérgeno resultam em 
hiper-responsividade das vias aéreas a uma variedade de estímulos específicos e 
não específicos, inflamação eosinofílica nos pulmões, produção sérica de IgE e 
produção de citocinas Th2 (WILLS-CARP et al, 1998; LLOYD; HESSEL, 2010) e 
citocinas pró-inflamatórias como TNF-" e IL-1! nos pulmões (CHUNG; BARNES, 
1999). Na histopatologia pulmonar são vistos infiltrado leucocitário peribronquiolar, e 
deposição de muco e descamação epitelial no lúmen bronquiolar (BOCHNER et al, 
1994, ELIAS et al , 2003). 
Assim, a presença em grande número de células imunitárias na parede e na 
luz das vias aéreas, as quais normalmente não seriam encontradas, e a liberação de 
diversos mediadores da inflamação – peptídicos, lipídicos e outros – causam a 
ativação de células que passam a influenciar o ambiente inflamatório pulmonar 
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(SILVA; HETZEL, 1998; SADIK; LUSTER, 2012). Além disso, há uma alteração na 
atividade das células não imunitárias (SILVA; HETZEL, 1998), como as epiteliais e 
musculares lisas das vias aéreas, que também são capazes de responder aos 
mediadores inflamatórios e de secretar citocinas (TLIBA et al, 2008; DAMERA et al, 
2009; BHAKTA; WOODRUFF, 2011) e eicosanoides (BELVISI et al, 1997; BARNES, 
2011). Desse modo, as células epiteliais e musculares podem ser efetoras e 
perpetuar a inflamação asmática (DAMERA et al, 2009; BHAKTA; WOODRUFF, 
2011; OZIER et al, 2011; LEVY, 2005; JAMES et al, 2007; HALLSTRAND; 
HENDERSON, 2010). Além do seu papel na inflamação asmática, as células 
musculares das vias aéreas se contraem aos estímulos específicos (alérgenos) e 
não específicos (mediadores inflamatórios e outros), sendo portanto fundamentais 
para a hiper-responsividade das vias aéreas na asma (WATANABE et al, 2009; 
OZIER et al, 2011). 
 
 
2.2.2 Mediadores da inflamação asmática 
 
 
2.2.2.1 Mediadores proteicos 
 
 
O TNF-" está envolvido na patogênese da asma (BROIDE et al, 2001; 
BOERO et al, 2010; CHEN, 2011; JUNG et al, 2012) e tem sido implicado na 
resposta inflamatória asmática (MEILER et al, 2006; NAM et al, 2009), estando 
presente em grande quantidade nas vias aéreas de asmáticos (BRADDING et al, 
1994; BROIDE et al, 2001; HOLTMANN; NEURATH, 2004; HOWARTH et al, 2005; 
DAMERA et al, 2009; CIEBIADA et al, 2011; CHO, 2011). O TNF-" é produzido por 
várias células (REUTER et al, 2008) além dos macrófagos alveolares, incluindo 
neutrófilos, eosinófilos e mastócitos, e as epiteliais (NAM et al, 2009) e musculares 
lisas das vias aéreas (CHUNG; BARNES, 1999). Liberado imediatamente após o 
desafio alergênico na asma, é um forte agente quimiotático (HOLTMANN; 
NEURATH, 2004), promovendo o aumento de neutrófilos (TRIFILIEFF et al, 2002; 
DRAGON et al, 2007; TOWNLEY; HORIBA, 2003; NAM et al, 2009; CHAI et al, 
2011), eosinófilos (TRIFILIEFF et al, 2002; NAM et al, 2009; CHAI et al, 2011), 
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macrófagos alveolares (TOWNLEY; HORIBA, 2003) e linfócitos (NAKAE et al, 2005) 
nas vias aéreas. Ele exerce seus efeitos aumentando a expressão de moléculas de 
adesão (LASSALLE et al, 1993; NAM et al, 2009; BABU et al, 2011; CHAI et al, 
2011; JUNG et al, 2012) e a produção de quimiotaxinas (YOSHIFUKU et al, 2007), e 
ainda aumenta a produção de citocinas Th2 nos pulmões em resposta ao desafio 
antigênico (NAKAE et al, 2007). 
A IL-1! também participa da resposta inflamatória asmática 
(ROSENWASSER, 1998; DRAGON et al, 2007), sendo encontrada em altas 
concentrações no lavado broncoalveolar de asmáticos, e é produzida em grande 
parte por macrófagos alveolares, mas também por outros leucócitos, células 
epiteliais (DRAGON et al, 2007), endoteliais e muscularesdas vias aéreas (CHUNG; 
BARNES, 1999). Sua ação sobre as células epiteliais, assim como a do TNF-", 
resulta tanto em liberação de fatores quimiotáticos como interleucina-8 (IL-8), GM-
CSF, e RANTES, o que amplifica a resposta inflamatória e o recrutamento de 
eosinófilos e neutrófilos (DRAGON et al, 2007), e também em aumento da 
expressão de moléculas de adesão (CHUNG; BARNES, 1999). Portanto, muitas das 
ações da IL-1! são bem similares às doTNF-", e estas ocorrem combinadas com 
outras citocinas. Ambas podem induzir a produção de IL-1! e TNF-", tendo um 
importante efeito na amplificação da inflamação asmática e na hiper-responsividade 
brônquica a vários estímulos, através de sua ação no músculo liso das vias aéreas 
(CHUNG; BARNES, 1999), que é revisada mais adiante. Ambas também regulam a 
liberação de mediadores lipídicos inflamatórios, através de aumento da expressão 
das enzimas das vias de síntese desses mediadores em todos os tipos celulares 
presentes nos pulmões (BELVISI et al, 1997). 
 
 
2.2.2.2 Mediadores lipídicos 
 
 
Os eicosanoides derivados do AA também estão entre os mediadores 
lipídicos que promovem as respostas características da asma como a eosinofilia, a 
secreção de muco e a bronco-constrição, ao contato com o alérgeno (DUTT et al, 
2011; BARALDI et al, 2003; GIUDETTI; CAGNAZZO, 2012). As prostaglandinas e os 
tromboxanos da série 2 e os leucotrienos da série 4 são gerados pelas vias 
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enzimáticas explicadas no primeiro item desta revisão, principalmente por leucócitos 
ativados. Na asma, a produção destes eicosanoides é rápida quando comparada 
com a produção de mediadores peptídicos e não se restringe aos leucócitos, uma 
vez que as células epiteliais e as células do músculo liso das vias aéreas são 
também fontes para a síntese de prostaglandinas e tromboxanos (BELVISI et al, 
1997) e de leucotrienos (BARNES, 2011). Esses eicosanoides inflamatórios se ligam 
a receptores específicos para estender o recrutamento de leucócitos nas vias 
respiratórias, a liberação de citocinas, a produção de outros mediadores lipídicos, o 
edema, a produção de muco, a lesão do epitélio pulmonar e o aumento da 
responsividade brônquica a vários estímulos (BARNES, 2011). As prostaglandinas e 
os tromboxanos da série 2 promovem a vasodilatação e aumento da permeabilidade 
vascular nos pulmões, contribuindo para os processos inflamatórios como aumento 
do fluxo sanguíneo e diapedese (TILLEY et al, 2003). No entanto, o papel desses 
prostanoides nos pulmões depende da sua concentração, do seu perfil de liberação 
e da presença dos receptores específicos, podendo apresentar uma variedade de 
efeitos. Foi demostrado, por exemplo, que a PGE2 apresenta um efeito anti-
inflamatório e bronco-protetor na asma (BELVISI et al, 1997). Os leucotrienos são 
potentes agentes quimiotáticos e secretagogos (BONNANS; LEVY, 2007), e sua 
produção aumentada na asma pode contribuir para a formação e manutenção da 
inflamação e obstrução das vias aéreas (LEVY, 2005). 
A lesão de tecidos e a ativação de leucócitos ao contato com o alérgeno 
podem dar origem ao estresse oxidativo, e a oxidação não enzimática do AA 
também ocorre, gerando isoprostanos, como por exemplo os Isoprostanos PGF2" (8-
Iso Prostaglandin F2") (JANSSEN, 2000; YIN et al, 2009). Esses mediadores 
lipídicos são isômeros das prostaglandinas (Figura 6), e também contribuem para os 
efeitos prejudiciais sobre as funções das vias respiratórias, incluindo a contração do 
músculo liso das vias aéreas (JANSSEN, 2000), a hipersecreção de muco, a 
descamação epitelial, a exsudação vascular e a hiper-responsividade brônquica 
(BARALDI et al, 2003; DUTT et al, 2011). Os níveis de isoprostanos estão 
aumentados em pacientes asmáticos e em modelos experimentais de asma 
(MONTUSCHI et al, 1999; YIN et al, 2009; DUTT et al, 2011), o que contribui para a 




Figura 6. Estrutura da Prostaglandina F2"(PGF2")(a) e de seu isômero, gerado por peroxidação lipídica, 
8-Isoprostano F2" (8-Iso-PGF2") (b). 
 
 
Na asma, um importante mediador lipídico derivado também do AA é a 
lipoxina. As lipoxinas, assim como os leucotrienos, são geradas pela via enzimática 




Figura 7. Biossíntese da lipoxina nas vias aéreas (PLANAGUMA; LEVY, 2008). 15-LO-1/2 – 15-lipo-
oxigenase 1 ou 2; 15-S-H(p)ETE – 15-S-ácido hidroperoxidoeicosotetraenoico; HETE - ácido 
hidroxieicosatetraenoico; 15-S-HETE – 15-S-ácido hidroxieicosatetraenoico; 5-LO – 5- lipo-oxigenase; 
LXA4 – Lipoxina A4; ALX – receptor de lipoxina A4; COX-2 – Ciclo-oxigenase-2; PGE2 – 




A principal via de biossíntese de lipoxinas nos tecidos respiratórios envolve 
as enzimas 5- e 15-LOX (BONNANS; LEVY, 2007) e ocorre durante as interações 
celulares entre os leucócitos (principalmente eosinófilos ou outros 
polimorfonucleares) e o epitélio (LEVY, 2005). A 15-LOX, enzima abundante e ativa 
nos pulmões durante a inflamação das vias aéreas, converte o AA a um composto 
intermediário que serve como substrato para a 5-LOX que a seguir o converte em 
lipoxina (LEVY, 2005; PLANAGUMA; LEVY, 2008). O LTA4 produzido a partir de AA 
pela 5-LOX também pode ser convertido em lipoxina pela 15-LOX (Figura 7) 
(PLANAGUMA; LEVY, 2008). 
No entanto, as ações biológicas das lipoxinas diferem das dos leucotrienos. 
A lipoxina A4 (LXA4), por exemplo, inibe a quimiotaxia dos linfócitos e granulócitos 
(eosinófilos, mastócitos, basófilos), a sua transmigração através das células 
endoteliais e epiteliais, e a diapedese para os tecidos inflamados em modelos 
animais de asma. A LXA4 liberada após o desafio alergênico na asma atua no 
recrutamento de monócitos e células dendríticas para o local da inflamação e na 
ativação dos macrófagos derivados desses monócitos, iniciando a fagocitose dos 
granulócitos apoptóticos. Esses mecanismos de inibição da entrada e o clearence  
de granulócitos (mas não de monócitos) ativados pela LXA4 são necessários para a 
resolução da inflamação asmática (LEVY et al, 2002; BONNANS, LEVY, 2007). 
Assim, a resolução da inflamação asmática, não depende somente da redução dos 
eicosanoides inflamatórios, mas também da liberação das lipoxinas. A formação das 
classes distintas dos eicosanoides pró e anti-inflamatórios é finamente regulada, 
sendo que os próprios eicosanoides derivados da COX após o desafio alergênico 
pulmonar (como por exemplo a PGE2) são críticos para a produção das lipoxinas na 
fase de resolução da inflamação (LEVY et al, 2002, BONNANS; LEVY, 2007). 
 
 




A hiper-responsividade das vias aéreas, que é uma resposta excessiva a 
estímulos específicos e inespecíficos, é uma característica fisiológica que define a 
asma (RUBIN et al, 1987; SOLWAY; FREDBERG, 1997; ELIAS et al, 2003; 
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TOWNLEY; HORIBA, 2003; LLOYD; HESSEL, 2010; NOBLE et al, 2012; PASCOE 
et al, 2012), e é iniciada pela exposição a um estímulo, que normalmente é tolerado 
em indivíduos não asmáticos. Ela leva à constrição brônquica em indivíduos 
alérgicos (LLOYD; HESSEL, 2010; WANG et al, 2010), e é responsável pelos 
episódios recorrentes de sibilo e falta de ar na asma (OZIER et al, 2011), sendo 
portanto a anormalidade predominante que resulta em perda de função pulmonar 
(TOWNLEY; HORIBA, 2003; DURRANT; METZGER, 2010). A constrição brônquica 
depende essencialmente da funcionalidade do músculo liso das vias aéreas (TLIBA 
et al, 2008; WANG et al, 2010; BLACK et al, 2012), e a contração da musculatura 
lisa das vias aéreas é o principal fator responsável pela obstrução (DAMERA et al, 
2009). 
A contração do músculo liso das vias aéreas pode ser induzida por uma 
variedade de mensageiros extracelulares (COOPER et al, 2009a), que atuam 
através da interação com receptores específicos na membrana plasmática do 
músculo liso das vias aéreas. Estes agonistas contráteis, podem ser os mediadores 
inflamatórios ou os neurotransmissores, os quais são liberados em concentrações 
elevadas nos brônquios de asmáticos (OZIER et al, 2011). A acetilcolina (ACh), 
neurotransmissor liberado pelas fibras aferentes do sistema nervoso parassimpático 
que inervam os pulmões, promove a contração do músculo liso das vias aéreas. Por 
ser um agonista contrátil, a acetilcolina é utilizada experimentalmente para avaliar a 
força de contração do músculo liso brônquico, assim como a metacolina e 5-
hidroxitriptamina, usadas para avaliar a hiper-responsividade (WANG et al, 2010; 
OZIER et al, 2011). Elas se ligam a receptores muscarínicos M3, acoplados a 
proteínas Gq, que atuam produzindo efeitos excitatórios por via do fosfato de inositol 
(IP3) (SHORE; MOORE, 2002), causando aumento na concentração citosólica de 
cálcio iônico (SHORE; MOORE, 2002, BLACK et al, 2012), o que ativa a cadeia leve 
de miosina quinase (MLCK) que, por sua vez, fosforila a cadeia leve de miosina 
(MCL), estimulando o ciclo de contração das pontes cruzadas no músculo liso das 
vias aéreas (WANG et al, 2010; SHORE; MOORE, 2002) (Figura 8). O carbacol, a 
bradicinina (BK), a neurocinina A (NKA) e a trombina também atuam nos receptores 






Figura 8. Representação esquemática da contração do músculo liso das via aéreas induzida por 
agonistas. Os asteriscos indicam formas ativadas das moléculas. LTD4 = leucotrieno D4; BK = 
bradicinina; NKA = neurocinina; Ach = acetilcolina; PLC = fosfolipase C; IP3 = trifosfato de inositol; Ca 
= cálcio; MLCK = cadeia leve da miosina quinase MLCK*  = cadeia leve da misosina ativada; MLC = 




O músculo liso das vias aéreas também possui muitos receptores !2-
adrenérgicos. A adrenalina promove o relaxamento do músculo liso das vias aéreas, 
através da ligação com receptores !2-adrenérgicos (!2AR), acoplados a proteínas 
Gs, que ativam a adenilato ciclase, resultando em aumento de 3’-5’-adenosina 
monofosfato cíclico (cAMP) e consequente ativação da proteína-cinase A (PKA), e 
modificação das concentrações de Ca++ e K+ intracelulares. Outros agonistas dos 
receptores !2-adrenérgicos, como o Isoproterenol (Iso), são utilizados para o 
relaxamento imediato do músculo liso das vias aéreas nos ataques de asma, sendo 
medicamentos broncodilatadores (GALLOS et al, 2008; BLACK et al, 2012). Esses 
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agonistas aumentam o cAMP intracelular ([cAMP]i) e estimulam as proteínas-
quinases dependentes de cAMP (PKA), que, por sua vez, fosforilam e inativam a 
quinase de cadeia levede miosina, promovendo o relaxamento do músculo liso das 
vias aéreas (BORTOLOTTO; CONSOLIM-COLOMBO, 2009; BLACK et al, 2012) 
(Figura 9). De acordo com Ozier et al (2011), a menor liberação de mediadores que 
relaxam a musculatura lisa pode resultar na hiper-responsividade da asma, assim 




Figura 9. Representação esquemática do relaxamento do músculo liso das via aéreas induzida por 
isoproterenol. !2AR = Receptor !2-adrenérgico; cAMP = monofosfato de adenosina cíclico; db cAMP 




Evidências correntes favorecem uma ligação de causa e efeito entre a 
inflamação e a responsividade alterada do músculo liso das vias aéreas na asma 
(SHORE; MOORE, 2002; ANDERSON, 2010), uma vez que as propriedades 
contráteis são moduladas pelos mediadores inflamatórios secretados pelos 
leucócitos e pelo músculo liso das vias aéreas (ELLIS; UNDEM, 1994). 
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Entre as citocinas inflamatórias produzidas em maior quantidade na asma e 
que regulam a contratilidade do músculo liso das vias aéreas estão a IL-1! e o TNF-
" (SHORE, 2002; BLACK et al, 2012). Além de serem agentes quimiotáticos para 
vários leucócitos na asma (ROSENWASSER, 1998; TRIFILIEFF et al, 2002; 
DRAGON et al, 2007; TOWNLEY; HORIBA, 2003; CHAI et al, 2011), a IL-1! e o 
TNF-" agem diretamente no músculo liso das vias aéreas, fazendo com que este 
contraia mais facilmente e relaxe menos facilmente (SHORE; MOORE, 2002; 
TOWNLEY; HORIBA, 2003, BLACK et al, 2012). Foi demonstrado por exemplo que 
a IL-1! e o TNF-" aumentam a reatividade do músculo a vários indutores diretos da 
hiper-responsividade na asma, como a metacolina (TOWNLEY; HORIBA, 2003), a 
bradicinina (CHUNG; BARNES, 1999; SHORE; MOORE, 2002), o carbacol, a 
trombina (SHORE; MOORE, 2002) e a acetilcolina (SHORE; MOORE, 2002) e 
diminuem a resposta a agonistas dos receptores !2-adrenérgicos (TOWNLEY; 
HORIBA, 2003). A diminuição da resposta de relaxamento ao isoproterenol in vitro 
se dá pelo desacoplamento dos receptores !2-adrenérgicos das proteínas Gs 
(SHORE; MOORE, 2002), principalmente pela IL-1!. O TNF-" sozinho não suprime 
o relaxamento ao isoproterenol, mas o tratamento com TNF-" simultaneamente com 
a IL-1!, ambos em concentrações em que sozinhos não tem efeito, as quais são 
similares às encontradas no lavado broncoalveolar de asmáticos, suprime o 
relaxamento induzido por isoproterenol, o que pode representar consequências 
funcionais (SHORE; MOORE, 2002). 
Entre os mediadores lipídicos que têm sua liberação aumentada na asma e 
são agonistas contráteis do músculo liso das vias aéreas, estão as prostaglandinas, 
os isoprostanos, os tromboxanos da série 2 e os leucotrienosda série 4 (LIU et al, 
1990; ELLIS; UNDEM, 1994; ALLEN et al, 2006; TODO-BOM; PINTO, 2006; OZIER 
et al, 2011; RUBIN et al, 1987; SOLWAY; FREDBERG, 1997; NOBLE et al, 2012; 
PASCOE et al, 2012), sendo que os leucotrienos parecem ser os principais 
mediadores responsáveis pelas alterações encontradas na resposta do músculo liso 
das vias aéreas (BARALDI et al, 2003; LEVY, 2005; JAMES et al, 2007; FOSTER et 
al, 2013; MONTUSCHI; PETERS-GOLDEN, 2010; BARNES, 2011; HALLSTRAND; 
HENDERSON, 2010; SINGH et al 2010; OKUNISHI, PETERS-GOLDEN, 2011). Há 
crescente evidência do papel do leucotrieno B4 (LTB4) na contração do músculo liso 
das vias aéreas (WATANABE et al, 2009; HALLSTRAND; HENDERSON, 2010). O 
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LTB4 se liga a receptores específicos no músculo liso (WATANABE et al, 2009), e 
parece estar relacionado a hiper-responsividade em modelos animais de asma 
(HALLSTRAND; HENDERSON, 2010). Concentrações elevadas de LTB4 têm sido 
demonstradas em asmáticos, nas crises de exacerbação aguda (VACHIER et al, 
2005; HALLSTRAND; HENDERSON, 2010), promovendo principalmente a 
contração do músculo liso das vias aéreas (LEVY, 2005). Os tromboxanos A2 e as 
prostaglandinas da série D2 e F2 também são broncoconstritores, iniciando a 
contração do músculo liso das vias aéreas (DAHLÉN et al, 1986; OZIER et al, 2011; 
CYPHERT et al, 2012; YIN et al, 2009; ALLEN et al, 2006; HOLGATE, 2012). A 
concentração de PGE2 também aumenta na asma. No entanto, vários estudos tem 
sugerido que a PGE2 retrai a inflamação e exerce efeitos broncoprotetores 
(PEEBLES et al, 2002; PEEBLES et al, 2005; YIN et al, 2009). Foi demonstrado por 
exemplo que a PGE2 aumenta o cAMP nas células musculares lisas das vias aéreas 
(BLACK et al, 2012), apresentando um efeito broncodilatador (DAMERA et al, 2009). 
A utilização de PGE2 inalada tem sido testada em asmáticos, e parece reduzir a 
constrição brônquica (LIU et al, 2012). Os isoprostanos, derivados da oxidação não 
enzimática do AA, mantem os eventos inflamatórios e aumentam a hiper-
responsividade brônquica a uma variedade de estímulos (BARNES et al, 1998; 
JANSSEN, 2000; YIN et al, 2009). 
 
 




A liberação excessiva de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e 
outros mediadores inflamatórios observada na indução experimental de asma por 
exposição a um alérgeno poderiam resultar em alterações estruturais nas células 
residentes das vias aéreas (RICCIARDOLO et al, 2003; FIXMAN et al, 2007). Nas 
vias aéreas de asmáticos são observadas, por exemplo, aumento da espessura das 
células musculares lisas, por hipertrofia e hiperplasia (MARTIN et al, 2000), aumento 
do número de miofibroblastos e deposição de colágeno na lâmina reticular (JAMES 
et al, 2002), e aumento do número de vasos (MARTIN et al, 2000) e do número de 
células caliciformes no epitélio das vias aéreas (CHUNG; BARNES, 1999; SIDDIQUI 
41 
!
et al, 2010). Essas modificações estruturais nas células da parede das vias aéreas 
são chamadas de remodelamento (HOMER; ELIAS, 2005; SIDDIQUI et al, 2010) e 
estão relacionadas com o aumento da espessura das paredes dos bronquíolos e 
com a deposição de muco na luz das vias aéreas/bronquíolos, sendo que ambos 
podem contribuir para o estreitamento das vias aéreas de asmáticos (WIGGS et al, 
1992; WIGGS et al,1997). 
Dessa forma, embora a hiper-responsividade das vias aéreas resulte de 
alterações na contração do músculo liso das vias aéreas, também existem algumas 
evidências de que ela também possa ser causada pelas alterações estruturais 
(LOCKE et al, 2007; PARÉ et al, 2007; SIDDIQUI et al, 2010). Por exemplo, o 
aumento de massa do músculo liso das vias aéreas aumenta a hiper-reponsividade 
(FIXMAN et al, 2007; PLANT et al, 2012), pois eleva a força de contração. 
Independentemente do grau de contração do músculo liso das vias aéreas, o 
aumento da espessura do músculo para o lado luminal também aumenta o 
estreitamento dos bronquíolos, pois o tecido adicional é um fator que ocupa o 
espaço e reduz a área luminal. O espessamento da parede externa ou área 
adventícia resultante do remodelamento também pode aumentar o estreitamento por 
razões geométricas (FIXMAN et al, 2007). 
As consequências dessas alterações estruturais são consistentes com a 
diminuição da função das vias aéreas em asmáticos (WARD et al, 2001; FIXMAN et 
al, 2007). A metaplasia das células caliciformes e o aumento glandular podem 
explicar o excesso de muco associado com a asma (CARROLL et al, 2002; FIXMAN 
et al, 2007). O muco, juntamente com proteínas extravasadas e células inflamatórias 
pode causar um entupimento luminal das vias aéreas. Além disso, a obstrução das 
vias aéreas com esse fluido rico em proteína contribui para o rompimento da função 
surfactante, o que aumenta a obstrução luminal das vias aéreas (FIXMAN et al, 
2007). A redução da função surfactante pode reduzir a complacência pulmonar, que 
é a capacidade do pulmão de se distender. Essa diminuição na distensibilidade (ou 
complacência) pulmonar em asmáticos foi demonstrada e está relacionada com 
edema e inflamação (GRIGORAS et al, 2012; KELLY et al, 2012). 
De acordo com Locke et al (2007), a fibrose das vias aéreas intensifica a 
hiper-responsividade em asmáticos. Em asmáticos a deposição de colágeno e 
fibronectina na membrana basal subepitelial é uma característica bem estabelecida 
(BREWSTER et al, 1990; PASTERNYK et al, 2012). Essa fibrose subepitelial, 
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aumenta o estreitamento das vias aéreas (WIGGS et al, 1997; MARTIN et al, 2000; 
JAMES et al, 2002) e pode contribuir para a redução da complacência pulmonar, 
pois promove um endurecimento das vias respiratórias e redução dos efeitos dos 
movimentos respiratórios cíclicos no alongamento do músculo liso associado a 
esses movimentos (SOLWAY; FREDBERG, 1997).  
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Ratos Wistar machos adultos (3-4 meses, 220±30g) foram obtidos do 
biotério do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Paraná. Os 
animais foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro ratos por gaiola) em sala com 
temperatura de 23 °C e com 55% de umidade relativa, sob um ciclo claro/escuro de 
12/12h, recebendo ração animal ad libitum, contendo 52% de carboidratos, 21% de 
proteínas e 4% de lipídios (NUVILAB® CR1, Nuvital nutrientes Ltda, Curitiba-PR) e 
tendo livre acesso à água filtrada. A composição de ácidos graxos da ração foi de 
1,3% de C12:0 (ácido dodecanoico ou láurico), 13,7% de C16:0 (ácido 
hexadecanoico ou palmítico), 2,4% de C18:0 (ácido octadecanoico ou esteárico), 
20,0% de C18:1 n-9 (ácido 9-octadecenoico ou oleico), 56,0% de C18:2 n-6 (ácido 9, 
12-octadecadienoico ou linoleico), 6,0% de C18:3 n-3 (ácido 9,12,15-
octadecatrienoico ou "-linolênico), 0,3% de C20:4 n-6 (ácido 5,8,11,14-
eicosatelraenoico ou araquidônico), 0,2% de C20:5 n-3 (ácido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico), determinada por HPLC, por Schiessel, 2011. Os procedimentos 
foram realizados de acordo com os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e as exigências estabelecidas no 
“Guide for the care and use of experimental animals” (Canadian Council on Animal 
Care), certificado no protocolo número 468 pelo Comitê de Ética em Experimentação 
Animal do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná. 
 
 
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
 
Os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos: controle (C), 
controle suplementado com óleo de peixe (OP), asmático (A), e asmático 
suplementado com óleo de peixe (AOP). Esses animais foram submetidos aos 
protocolos de suplementação e indução à asma, descritos nos itens 3.3 e 3.4. Vinte 
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e quatro horas após a realização do último procedimento de indução à asma, 
descrito no item 3.4.2, os animais receberam injeção intraperitoneal de tiopental (20 
mg/kg) como anestésico (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), e injeção de cloreto de 
potássio (2 mmol/kg) para a eutanásia (Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Para os 
ensaios descritos nos itens 3.5, 3.6, 3.10, 3.11 e 3.12 foram realizados, no mínimo, 3 
experimentos, com o total de 16 animais para cada experimento, utilizando o mesmo 
grupo de animais para coleta de material. Para os ensaios descritos nos itens 3.7, 






Os animais dos grupos OP e AOP receberam, durante 21 dias consecutivos 
(Quadro 1), 1g de óleo de peixe/kg de massa corpórea por via oral, na qual o óleo 
era gentilmente colocado, utilizando-se uma micropipeta. Os grupos C e A não 
receberam nenhum suplemento, mas foram manipulados da mesma forma, para 
evitar possíveis alterações ocasionadas pela manipulação. O óleo de peixe 
administrado era procedente da Herbarium® e a composição de ácidos graxos do 
óleo de peixe, que foi determinada por HPLC por Yamaguchi, 2012, era de 3,4% de 
C12:0 (ácido dodecanoico ou láurico), 9,8% de C14:0 (ácido tetradecanoico ou 
mirístico), 25,3% de C16:0 (ácido hexadecanoico ou palmítico), 2,1 de C18:0 (ácido 
octadecanoico ou esteárico), 6,5% de C16:1 n-7 (ácido 9-hexadecenoico ou 
palmitoleico), 10,2% de C18:1 n-9 (ácido 9-octadecenoico ou oleico), 2,0% de C18:2 
n-6 (ácido 9, 12-octadecadienoico ou linoleico), 0,7% de C18:3 n-3 (ácido 9,12,15-
octadecatrienoico ou "-linolênico), 0,9% de C20:4 n-6 (ácido 5,8,11,14-
eicosatelraenoico ou araquidônico), 20,2% de C20:5 n-3 (ácido 5,8,11,14,17-




3.4 INDUÇÃO DE UM QUADRO INFLAMATÓRIO PULMONAR SEMELHANTE AO 




3.4.1 Sensibilização à ovalbumina (OVA) 
 
 
Para a sensibilização com ovalbumina (OVA), os ratos dos grupos A e AOP 
receberam duas injeções subcutâneas, em dias separados (conforme o quadro 1), 
de 1,0 mL de PBS (solução aquosa de NaCl 0,80%, KCl 0,02%, KH2PO4 0,012% e 
Na2HPO4, 12H2O 0,23%, pH 7,4), contendo 1,0 mg de OVA (Sigma®) adsorvida em 
200 mg de hidróxido de alumínio. A sensibilização foi iniciada com a primeira injeção 
no quinto dia após o início da suplementação, e a segunda injeção foi realizada no 
décimo segundo dia (Quadro 1). Esse procedimento mimetiza a sensibilização do 
indivíduo ao alérgeno, com a indução da geração de IgE específica à OVA. Nos 
ratos dos grupos C e OP foi injetada uma suspensão de hidróxido de alumínio em 




Quadro 1 – Representação do período experimental, com a indicação dos procedimentos realizados a 
cada dia, de suplementação, sensibilização à ovalbumina (OVA) e desafio alergênico pulmonar. 
Dias 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
DI SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU SU 
     SE1       SE2       DA DA DA 
DI = distribuição aleatória dos animais por grupo; SU = suplementação; SE1 = primeira injeção para 




3.4.2 Desafio alergênico pulmonar com OVA 
 
 
Uma semana após o reforço da sensibilização, todos os ratos sensibilizados 
à OVA (A e AOP) foram expostos a aerossol de OVA 5% em PBS (20 mL 
desolução/hora) em uma câmara de 3 dm3, durante 30 min diários, por 3 dias 
consecutivos (Quadro 1). Os ratos não sensibilizados (C eOP) foram expostos a 
aerossol de PBS sem OVA, em condição semelhante à dos ratos sensibilizados. 
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Esse procedimento mimetiza o desafio alergênico do indivíduo já sensibilizado. Este 
modelo é baseado no protocolo descrito por Schuster et al (2000). 
 
 
3.5 COLETA DO LBA E CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CÉLULAS 
 
 
Foi feita traqueostomia em região proximal da traqueia dos animais para 
coleta do lavado broncoalveolar. Uma cânula foi inserida na traqueia através do 
orifício formado, e acoplada a uma seringa de 5 mL. Foram gentilmente injetados 5 
mL de PBS na traqueia para lavagem dos pulmões, e a seguir o lavado foi 
gentilmente aspirado com a seringa e depositado em tubos para centrífuga. Esse 
procedimento foi realizado por dez vezes consecutivas para cada animal, sendo que 
o volume de lavado recuperado foi de aproximadamente 90-95% do que foi injetado. 
Os tubos, contendo lavado broncoalveolar de cada animal, foram mantidos em 
banho de gelo até a finalização da coleta. A seguir, o lavado broncoalveolar foi 
centrifugado por 8 min a 290 g e 4ºC, para formação do pellet de células. Após a 
centrifugação, o pellet foi ressuspenso em 500 µL de PBS. Alíquotas dessa 
suspensão de células foram utilizadas para contagem do número total de células e 
contagem diferencial de células no lavado broncoalveolar.  
O número total de células foi determinado por análise da suspensão celular 
por microscopia de luz (aumento de 400 x), usando o corante Azul de Trypan (0,5 
mg/mL em PBS), para exclusão de células inviáveis, e uma câmara de Neubauer 
Improved. Para contagem diferencial das células presentes no LBA, uma alíquota de 
10 µL da suspensão celular do LBA foi dispersa em lâmina de vidro. Após a 
secagem do material na lâmina (cerca de 24 h, em temperatura ambiente), foi 
realizada a coloração de May-Grünwald Giemsa. O material da lâmina foi tratado 
com o corante de May-Grünwald (Newprov®) por 40 s. A seguir a lâmina foi lavada 
com água destilada por 1 min, e o material foi tratado com Giemsa (Newprov®) na 
concentração de 50 mg/mL em água destilada, durante 2 min. Após a secagem das 
lâminas, foram contadas manualmente 200 células por lâmina, utilizando-se 
microscopia de luz (microscópio Leica DM LS2) com aumento de 100 x. A 
porcentagem das diferentes populações de células foi determinada, sendo estas 
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classificadas com base em suas propriedades de coloração e morfológicas em: 
eosinófilos, macrófagos, linfócitos ou neutrófilos. Foram feitas fotomicrografias das 
lâminas no mesmo microscópio com aumento de 100 x e câmera acoplada Leica 
DFC 300FX com aumento de 10 x. 
 
 
3.6 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE ADESÃO E FAGOCITÁRIA DE 
MACRÓFAGOS ALVEOLARES EM MICROPLACAS 
 
 
3.6.1 Isolamento dos macrófagos alveolares 
 
 
Após a contagem do número total de células obtidas do LBA, a suspensão 
celular foi ajustada para a concentração de 2 x106 células/mL. Foram plaqueados 
100µL do LBA de cada grupo em poços separados de uma microplaca de 96 poços, 
em triplicata para cada ensaio (avaliação da capacidade fagocitária e adesão, 
descritos nos tópicos 3.6.2  e 3.6.3) que seria realizado. Esta placa foi incubada por 
1 h a 37°C, 5% CO2. Após esse período, o sobrenadante foi descartado, restando 
apenas os macrófagos aderidos à placa. 
 
 
3.6.2 Determinação da capacidade de adesão de macrófagos aderidos à microplaca 
pela coloração com Giemsa 
 
 
 As células aderidas à microplaca foram fixadas pela incubação, por 10 min, 
com 100µL de metanol (P.A.) por poço da placa. O metanol sobrenadante foi 
desprezado e a placa foi deixada por 10 min em estufa a 36ºC para secar o resíduo 
metanólico. Foram então adicionados 100µL de solução de Giemsa (1 mg/mL em 
metanol), sendo esta deixada agir sobre as amostras por 10 min. O sobrenadante foi 
então descartado e cada poço da placa foi lavado com água destilada. O corante 
restante na placa que ficou impregnado sobre os macrófagos das amostras, foi 
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então solubilizado com 200µL de metanol. A solução resultante teve sua 
absorbância lida em espectrofotômetro em comprimento de onda correspondente a 
550 nm (microplate reader Bio-rad- Benchmark). Esse ensaio é adaptado da técnica 
de Rosen e Gordon (1987). 
 
 
3.6.3 Determinação da capacidade fagocitária de macrófagos alveolares 
 
 
Após a lavagem da placa com os macrófagos aderidos, foram adicionados 
100µL de meio de cultura e 10µL de solução de zimosan não opsonizado (1 x 108 
partículas/mL), corado com vermelho neutro, para incubação por 30 min. Depois 
foram adicionados 200 µl de fixador (4 mL/100 mL de formaldeído, 2g/100 mL de 
cloreto de sódio, 1g/100 mL de acetato de cálcio) para incubação por mais 30 min. 
Então o sobrenadante foi desprezado, e a placa foi lavada com PBS e centrifugada a 
290 g, por 5 min, a 4ºC (centrífuga Eppendorf modelo 5810R). O sobrenadante foi 
novamente desprezado e, a seguir, foram adicionados 200µL de solução de 
extração (10 mL de ácido acético glacial + 40 mL de etanol + 60 mL de água 
destilada) para nova incubação por 30 min. As absorbâncias foram obtidas em leitor 
de microplacas (Bio-rad - Benchmark) a 550 nm. Esse ensaio é adaptado do método 
descrito por Pipe et al (1995). 
 
 
3.7 DETERMINAÇÃO DA RESPONSIVIDADE DO MÚSCULO LISO TRAQUEAL A 
ACETILCOLINA E ISOPROTERENOL 
!
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Para determinação da resposta do músculo liso das vias aéreas foi utilizada 
uma medida clássica das alterações funcionais do músculo liso isolado do anel de 
traqueia. A traqueia foi exposta para a remoção de um segmento. O segmento 
isolado da traqueia foi mantido em solução de Ringer Normal (NaCl 110 mM, KCl 4 
mM,CaCl2 2 mM, MgCl2 2 mM, (HOCH2)3CNH2 10 mM (TRIS 10 mM), glicose 1 
mM- pH 7,4), pré-gaseado com O2 puro, para a dissecação dos anéis de traqueia. 
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Um anel de traqueia foi cuidadosamente dissecado. A seguir, o anel de traqueia foi 
cortado no eixo mediano da cartilagem, de modo que o músculo liso que se insere 
bilateralmente nas extremidades laterais dos anéis cartilaginosos da traqueia fosse 
mantido intacto. As extremidades mediais cartilaginosas foram fixadas com 
grampos; uma extremidade foi ligada a um transdutor de força MLT0420 (AD 
Instruments, Bella Vista, Austrália) e a outra a um braço móvel, para ajustar o 
comprimento da preparação (modelo 300B, Cambridge Technologies). Esta 
preparação foi mantida em um banho a 37ºC de 10 mL de solução de Ringer Normal 
continuamente gaseados com O2 puro para a detecção da contração máxima ou do 
relaxamento. A tensão foi avaliada usando um registrador gráfico (Beckman type 
RM). A preparação foi estendida até 120% do seu comprimento. A contração 
máxima foi obtida através da adição de acetilcolina (150 µL) ao banho. Após a 
contração máxima, o relaxamento foi induzido pela adição de isoproterenol (100 µL) 
ao banho. Este protocolo foi utilizado para todos os grupos estudados. Os valores de 
força e relaxamento foram expressos em miliNewtons (mN). 
 
 
3.8 DETERMINAÇÃO DA COMPLACÊNCIA PULMONAR ESTÁTICA 
 
 
Os animais foram traqueostomizados para inserção de uma cânula (14 
gauge) a 1 cm de profundidade, a qual foi adaptada a um transdutor de pressão (AD 
instruments Bella Vista, Australia). Para medir a pressão intrapulmonar, o pulmão de 
cada animal foi inflado de 2 em 2 mL de ar até um volume total de 14 mL, e a 
pressão foi registrada usando um conversor AD/DA conectado a um computador 
(Power Lab System, AD instruments). A complacência pulmonar estática foi 
determinada como C[st] = DV/DP, onde DV é a variação do volume de ar injetado no 
pulmão e DP é a variação da pressão medida para cada animal. 
 
 
3.9 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS DIMENSÕES DA PAREDE E DA 




Os animais foram toracotomizados e os pulmões foram removidos e fixados 
imediatamente em fixador Karnovisky (2 mL/100mL de paraformaldeído e 2,5mL/100 
mL de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M com pH 7,2). Os tecidos 
pulmonares foram embebidos em parafina e cortados em finas secções (~3 µm de 
espessura, obtidas a cada 100 µm); as secções foram desparafinizadas, reidratadas 
e coradas com hematoxilina/eosina (HE), para avaliação morfométrica dos 
bronquíolos. Cada secção foi analisada em microscópio de luz (Axio-Imager Z2 
Zeiss) conectado a um computador e as medidas morfométricas foram obtidas com 
o Programa MetaSystem. Todas as vias aéreas que foram cortadas em secções 
transversais nas quais a razão entre o diâmetro mais curto e o diâmetro mais longo 
era > 0,6 foram examinadas. As medidas incluíram: 1) perímetro interno das vias 
aéreas (Pi) e área interna (Ai); 2) perímetro muscular externo (Pme) e área muscular 
externa (Ame) ; 3) perímetro externo das vias aéreas (Pe) e área externa (Ae), como 
descrito por Sasaki et al (1996). A área da parede interna (WAi), a área da parede 
adventícia (WAo) e a área total da parede (WAT) foram calculadas como WAi = Ame 
– Ai, WAo = Ae – Ame, e WAT = Ae - Ai. O espessamento da parede das vias 
aéreas foi calculado como WAT/Ai*, onde Ai* é a área luminal ideal da via relaxada, 
calculada como Ai* = Pi/4pi, usada para normalizar a área da parede das vias 
aéreas e minimizar diferenças relacionadas ao tamanho dos bronquíolos. A 








Após a coleta do LBA, os ratos foram toracotomizados. O lobo inferior direito 
dos pulmões de cada animal foi removido, lavado em PBS e congelado em 
nitrogênio líquido antes de ser armazenado a -80°C para posterior determinação das 
concentrações de TNF-" e IL-1!. Os pulmões foram descongelados imediatamente 
antes da homogenização em PBS (100 mg de tecido/mL de PBS), utilizando-se um 
micro-homogenizador elétrico (GGS 27, Bosch). Os homogenatos de tecido 
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pulmonar foram centrifugados a 5000 g e 4ºC por 10 min (centrífuga Eppendorf 
modelo 5810R) e o sobrenadante foi utilizado para a determinação das 
concentrações de TNF-" e IL-1! utilizando-se sistemas de ELISA comercialmente 
disponíveis (Rat TNF alpha ELISA Ready-SET- Go!®, e Rat IL-1! Ready-Set-Go!®, 
eBioscience, San Diego, CA, EUA), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O 
protocolo consistiu em adicionar 100 µL/escavação do anticorpo de captura (Capture 
Ab) previamente diluído conforme instruções do fabricante em tampão de 
revestimento, incluído no conjunto do sistema, a uma placa de 96 escavações (Coat 
Corning Costar 9018 ELISA, Lowell, MA, EUA), e incubar durante a noite a 4º C. 
Após esse período, a placa foi lavada por 3 (IL-1!) ou 5 vezes (TNF-") com 250 
µL/escavação de tampão de lavagem (0,05 mL/100 mL de tween-20 emPBS), 
utilizando-se uma lavadora automática de placas de ELISA (ELX50 Microplate Strip 
Washer, Bio-tek Instruments, Winooski, VT, EUA). A seguir foram adicionados à 
placa 200 µL/escavação de diluente do ensaio fornecido pelo fabricante e a placa foi 
incubada no escuro por 1 h em temperatura ambiente. Os padrões de TNF-" foram 
diluídos em diluente de ensaio, de acordo com as instruções, sendo que o padrão 
com maior concentração era de 2000 pg/mL e o padrão com menor concentração 
(que corresponde a menor concentração detectável) era de 16 pg/mL, obtendo-se 8 
concentrações diferentes. Os padrões de IL-1! também foram diluídos no diluente 
de ensaio, sendo o padrão de maior concentração de 5000 pg/mL e o de menor 
concentração de 39 pg/mL. A placa foi lavada novamente, da mesma forma que na 
lavagem anterior. Os padrões foram adicionados às escavações apropriadas da 
placa de cada ensaio nas diferentes concentrações, assim como as amostras 
obtidas dos homogenatos (100 µL/escavação, em duplicata), e a placa foi incubada 
no escuro por 2 h em temperatura ambiente. Nessa etapa, o TNF-" ou a IL-1! 
presentes nos padrões ou nas amostras se liga ao anticorpo de captura. A placa foi 
lavada novamente da mesma forma já descrita e foram adicionados 100 
µL/escavação do anticorpo de detecção (Detection Ab), diluído conforme as 
instruções em diluente de ensaio. A placa foi incubada no escuro por 1 h (nessa 
etapa o anticorpo de detecção se liga ao TNF-" ou a IL-1! já ligados ao anticorpo de 
captura) e lavada novamente conforme já descrito. Foram adicionados à placa 100 
µL/escavação da enzima Avidina-HRP (Detection enzyme avidin-HRP) em diluente 
de ensaio, e a placa foi incubada no escuro por 30 min em temperatura ambiente. 
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Nessa etapa, a enzima se liga ao anticorpo de detecção. Após esse período, a placa 
foi lavada por 3 vezes com 250 µL/escavação de tampão de lavagem (0,05 mL/100 
mL tween-20 em PBS), utilizando-se a lavadora de placas de ELISA. A seguir, foram 
adicionados 100 µL/escavação da solução do substrato cromógeno 
tetrametilbenzidina (TMB) (TMB Solution) e a placa foi incubada por 15 min. A 
reação enzima-substrato forma, assim, uma coloração, que é diretamente 
proporcional à concentração da citocina que está sendo analisada (TNF-" ou IL-1!). 
Foram adicionados 50 µL/escavação de solução 2N H2SO4, a fim de bloquear a 
reação, e a placa foi lida a seguir, em 450 nm em leitor de microplacas (Microplate 
Reader EPOCH, Bio-Tek, Winooski, VT, EUA). 
!
!




Os procedimentos foram realizados utilizando sistemas comerciais de 
imuno-ensaio enzimático (Enzyme Immunoassay – EIA),de acordo com as 
instruções do fabricante, para a PGE2, LTB4, TXB2, 8-Iso PGF2" (Cayman Chemical, 
Ann Arbor, MI, EUA), LXA4 (Oxford Biomedical Research, Oxford, Reino Unido) e 
RvE1 (MyBioSource, San Diego, CA, EUA). 
Após a coleta do LBA, os ratos foram toracotomizados. O lobo inferior 
esquerdo dos pulmões de cada animal foi removido, lavado em PBS e congelado em 
nitrogênio líquido antes de ser armazenado a -80°C. Os pulmões foram 
descongelados para pesagem de 25 mg de tecido pulmonar. O tecido foi 
homogeneizado (micro-homogenizer IKA T10 basic, Ultra Turrax) na concentração 
de 25 mg/mL em PBS, pH 7,4, contendo 1 mM EDTA e 10 µM de indometacina, para 
análise de PGE2, TXB2, LTB4, LXA4 e RvE1. Para análise de 8-Iso PGF2", o tecido foi 
homogeneizado em PBS, pH 7,4, contendo 1mM EDTA, e 0,005 g/100mL de BHT 
(Butylated hydroxytoluene - hidróxido de tolueno butilato) como antioxidante. Os 
homogenatos foram centrifugados a 5000 g e 4º C por 10 min (centrífuga Eppendorf 
modelo 5810R). O sobrenadante diluído (1:50 para análise de PGE2, LTB4 e 8-Iso 
PGF2", 1:500 para TXB2 e 1:5 para LXA4 e RvE1) em tampão de ensaio fornecido 
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pelo fabricante, ou os padrões diluídos para concentrações conhecidas, foram 
incubados juntamente com o conjugado eicosanoide-acetilcolinesterase e com o 
anticorpo de detecção específico do eicosanoide em placas de 96 escavações 
bloqueadas e pré-revestidas com anticorpo de captura (imunoglobulina G de rato). O 
anticorpo específico para o eicosanoide forma um complexo tanto com o 
eicosanoide livre presente nas amostras ou nos padrões, quanto com o eicosanoide 
ligado a acetilcolinesterase, e se liga ao anticorpo de captura. As concentrações do 
homogenato foram testadas anteriormente para cada ensaio para ficarem dentro da 
curva-padrão do respectivo eicosanoide. A incubação foi de 60 min em temperatura 
ambiente para PGE2, de 18 h a 4º C para TXB2 e 8-Iso PGF2", overnight a 4ºC para 
LTB4, e 1 h em temperatura ambiente para LXA4 e RvE1. Após o período de 
incubação, as placas foram lavadas por 5 vezes, conforme recomendado nos 
ensaios de PGE2, TXB2, 8-Iso PGF2", LTB4 e RvE1 ou por 3 vezes para o ensaio de 
LXA4, com o tampão de lavagem proveniente do sistema comercial. A seguir as 
placas foram incubadas com o substrato para a enzima (acetilcolinesterase ou 
horse-radish peroxydase - HRP) pelo tempo recomendado para cada ensaio (que 
variava de 30 a 120 min), no escuro e em temperatura ambiente. O produto da 
reação enzima-substrato forma uma coloração amarela (ou azul, que depois que a 
solução de parada é adicionada se torna amarela, no caso do ensaio para LXA4). A 
densidade óptica das amostras foi determinada em 405 nm para PGE2, TXB2, LTB4 
e 8-Iso PGF2", ou 450 nm para RvE1, ou 650 nm para LXA4, em um leitor de 
microplacas (Multiskan EX, Thermo Labsystems, Vantaa, Finlândia) e as 
concentrações foram calculadas a partir da curva-padrão, de acordo com o protocolo 
do sistema. A densidade óptica é proporcional à concentração de eicosanoide ligado 
a acetilcolinesterase e inversamente proporcional à concentração de eicosanoide 
livre nas amostras. As concentrações foram corrigidas pela massa de tecido 
pulmonar (mg) nas amostras de acordo com as diluições feitas a partir do 
sobrenadante dos homogenatos. 
 
 




Para a identificação e quantificação dos ácidos graxos presentes no tecido 
pulmonar foi feita a análise de AG utilizando-se cromatografia gasosa (CG). Os 
ácidos graxos (AG) foram analisados nos lipídios totais dos homogenatos 
pulmonares. O principio fundamental da separação de AG por CG é que os 
diferentes AG se tornam voláteis a temperaturas diferentes, dependendo do 
comprimento da cadeia (número de carbonos), e do número e da posição das 
insaturações na molécula. Além da diferença da temperatura de ebulição, a 
separação também é feita pela diferente interação dos AG com o revestimento da 
coluna cromatográfica. 
Após a coleta do LBA, os ratos foram toracotomizados. O lobo inferior 
esquerdo dos pulmões de cada animal foi removido, lavado em PBS e congelado em 
nitrogênio líquido antes de ser armazenado a -80°C, e posteriormente descongelado 
para homogenização. Foram homogeneizados 100 mg de tecido pulmonar em 0,8 
mL de NaCl 0,9% (micro-homogenizer IKA T10 basic, Ultra Turrax). Os lipídios totais 
foram extraídos do pulmão homogeneizado da seguinte forma: foram adicionados 5 
mL de clorofórmio:metanol (2:1) e BHT (50 mg/L) como um antioxidante; a seguir 
essa mistura foi centirfugada a 5000 g por 10 min (centrífuga Eppendorf modelo 
5810R); a fase sobrenadante formada foi descartada e a fase infranadante (lipídica) 
foi seca sob atmosfera de azoto; os lipídios foram dissolvidos novamente em 0,5 mL 
de tolueno. Os ésteres metílicos dos ácidos graxos (EMAG), foram formados por 
incubação com metanol que continha 2 mL/100mL de H2SO4, a 50° C durante 2 h. 
Depois do resfriamento dos tubos, as amostras foram neutralizadas com uma 
solução de KHCO30,25 mol/L de K2CO3 e 0,5 mol/L. Os EMAG foram extraídos pela 
adição de 1 mL de hexano, centrifugação a 4000 g por 2 min (centrífuga Eppendorf 
modelo 5810R); a fase sobrenadante, que contém os EMAG, foi seca em atmosfera 
de azoto. O procedimento de esterificação metílica dos ácidos graxos serve para 
reduzir a taxa do ponto de ebulição, permitindo a separação de uma variedade de 
AG a uma temperatura moderada. A seguir os EMAG foram redissolvidos em 75 µL 
de hexano e separados por meio de cromatografia gasosa. A cromatografia gasosa 
foi realizada num cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard 6890 equipado com uma 
coluna BPX-70 (30 m x 0,22 milímetros & 0,25 mM). A temperatura de entrada era 
de 300° C. A temperatura do forno foi inicialmente de 115° C e foi mantida durante 2 
min após a injeção. A temperatura do forno foi programada para aumentar para 200° 
C à taxa de 10° C/min para manter a 200° C durante 16 min e aumentar a 240° C à 
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taxa de 60° C/min para manter a 240° C durante 2 min. O tempo total de execução 
foi de 29 min. Hélio (He) foi utilizado como gás de transporte. Os EMAG foram 
detectados utilizando um detector de ionização de chama, em uma temperatura de 
300° C. O instrumento foi controlado e os dados foram coletados, através da 
utilização do software HPChemStation (Hewlett-Packard). Os EMAG foram 
identificados por comparação dos tempos de retenção com os de padrões de ácidos 
graxos autênticos executados anteriormente. Os padrões utilizados para a 
calibração dos tempos de retenção foram: uma mistura, contendo EMAG de 12:0 (1 
mg/mL), 14:0 (2 mg/mL), 16:0 (1 mg/mL), 16:1 n-7 (2 mg/mL), 18:0 (1 mg/mL), 18:1 
n-9 (2 mg/mL), 18:2 n-6 (1 mg/mL), 18:3 n-6 (1 mg/mL), 18:3 n-3 (2 mg/mL), 20:0 (2 
mg/mL), 20:1 n-9 (1 mg/mL), 20:2 n-6 (1 mg/mL), 20:3 n-6 (1 mg/mL), 20:4 n-6 (2 
mg/mL), 22:0 (2 mg/mL), 24:0 (1 mg/mL), 24:1 n-9 (2 mg/mL), e EMAG 14:0, 16:0, 
16:1 n-7, 18:0, 18:1 n-9, 18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:1 n-9, 20:4 n-6, 22:1 n-9, 20:5 n-3, 
22:5 n-3 e 22:6 n-3 do óleo de savelha (1 mg/mL), todos da Sigma (St. Louis, 
Missouri, EUA). Os coeficientes de variação intra-ensaio para a análise de EPA e 
DHA na forma de ésteres metílicos foram de 3% e 2%, respectivamente. Os 
coeficientes de variação para a análise inter-ensaio de EPA e DHA na forma de 
ésteres metílicos foram de 5% e 2,5%, respectivamente. 
 
 
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As 
comparações entre grupos foram realizadas empregando-se análise de variância 
ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey. Para análise dos dados que não 
apresentaram distribuição normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pós-
teste de Dunn. As análises foram conduzidas pelo software Prism 4.0 (GraphPad, 
San Diego, CA, EUA). As diferenças foram consideradas estatisticamente 










O número total de células do lavado broncoalveolar (LBA) para os grupos 
experimentais estão apresentados na Tabela 1, juntamente com a média do número 
de cada uma dessas populações de células encontradas para cada grupo 
experimental. No grupo de animais asmáticos (A) o número total de células no LBA 
foi significativamente maior do que nos animais do grupo controle (C) não asmáticos, 
indicando maior infiltração de leucócitos, que é uma característica da inflamação 
asmática. A suplementação com óleo de peixe suprimiu essa infiltração de células 
nos animais asmáticos, demonstrado pelo significativamente menor número total de 
células no LBA no grupo AOP em relação ao grupo A. 
 
 
Tabela 1. Número absoluto e relativo de células no LBA de ratos asmáticos e não asmáticos 
suplementados ou não com óleo de peixe. 
 GRUPOS 
C OP A AOP 










Eosinófilos (x105/mL±EPM) 0,07±0,02 n=11 
0,11± 0,06 
n=8 
3,37±0,64 a  
n=9 


























Os dados são apresentados como média ± EPM dos grupos Controle (C), Suplementado com óleo de 
peixe (OP), Asmático (A) e Asmático suplementado com óleo de peixe (AOP). a p<0,05 vs. C; b 
p<0,05 vs. A. 
 
 
As células presentes no lavado broncoalveolar (LBA) incluíam macrófagos, 
linfócitos, neutrófilos e eosinófilos. A indução de asma resultou em um número 
significativamente maior de eosinófilos no LBA (grupo A vs. C), uma característica 
da inflamação asmática, e esse número foi ainda maior após a suplementação com 
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óleo de peixe, demostrado pelo aumento significativo do número de eosinófilos no 
grupo AOP em relação ao grupo A. O número de neutrófilos foi significativamente 
maior no grupo A em relação ao grupo controle. A suplementação com óleo de peixe 
não alterou a infiltração de neutrófilos para os pulmões dos animais asmáticos, pois 
embora o número de neutrófilos pareça menor, a diferença não é significativa no 
grupo AOP em relação ao grupo A. O número de macrófagos e linfócitos não foi 
significativamente diferente entre os grupos, embora, novamente, o número dessas 
populações de células sejam numericamente menores no grupo AOP do que no 
grupo A. 
As Figuras 10, 11, 12 e 13, apresentadas nas próximas 2 páginas, são 
fotomicrografias de um dos campos contados de uma lâmina representativa de um 
animal do grupo C, um animal do grupo OP, um animal do grupo A e um animal do 
grupo AOP, respectivamente. Nos grupos C e OP as células que aparecem são 
mononucleares. Já nos grupos A e AOP, pode-se  observar a presença de 
eosinófilos (polimorfonucleares), cujos citoplasmas coraram-se de laranja, e o núcleo 





Figura 10– Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo C, indicando a 





Figura 11– Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo OP, indicando a 





Figura 12– Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo A, indicando a 
presença de células mononucleares e e polimorfonucleares (eosinófilos). A flecha vermelha indica um 
eosinófilo, com citoplasma corado em laranja e núcleo segmentado. O traço preto embaixo e à 




Figura 13– Fotomicrografia de um campo de uma lâmina representativa do grupo AOP, indicando a 
presença de células mononucleares e polimorfonucleares (eosinófilos). A flecha vermelha indica um 
eosinófilo, com citoplasma corado em laranja e núcleo segmentado. O traço preto embaixo e à 
esquerda na figura é a escala de 10 µm. 
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 Os macrófagos alveolares isolados do LBA do grupo asmático (A) 
apresentaram maior capacidade de adesão em relação aos do grupo controle (C) 
(Figura 14), apresentadas pela absorbância de 0,169 ± 0,012 e de 0,125 ± 0,006, 
respectivamente. No grupo asmático suplementado com óleo de peixe a capacidade 
de adesão dos macrófagos alveolares, apresentada pela absorbância de 0,158 ± 
0,016, não foi modificada, assim como no grupo não asmático suplementado, cuja 
absorbância foi de 0,131 ± 0,009. A capacidade fagocitária também foi maior para os 
macrófagos alveolares do grupo A em relação ao grupo C (Figura 15), nos quais a 
absorbância foi de 0,177 ± 0,014 e de 0,134 ± 0,006, respectivamente. A 
suplementação com óleo de peixe nos animais asmáticos diminuiu a capacidade 
fagocitária dos macrófagos alveolares, que foi de 0,135 ± 0,007, que voltou a ficar 
semelhante à dos animais controle. No grupo de animais não asmáticos 
suplementados a absorbância foi de 0,154 ± 0,013, que também não foi diferente em 




Figura 14. Capacidade de adesão de macrófagos de ratos asmáticos e não asmáticos suplementados 
ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± EPM de C(n=57), OP (n=36), A 
(n=41) e AOP (n=33).a p<0,05vs. C. 
 
 




















Figura 15. Capacidade fagocitária de macrófagos de ratos asmáticos e não asmáticos suplementados 
ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± EPM de C(n=34), OP (n=27), A 
(n=34) e AOP (n=29).a p<0,05vs. C e b p<0,05 vs. A. 
 
 
4.3 RESPONSIVIDADE DO MÚSCULO LISO DAS VIAS AÉREAS 
 
 
A resposta funcional do músculo liso isolado dos anéis de traqueia à 
acetilcolina está apresentada na Figura 16 (A). A força de contração foi 
significativamente menor (p<0,05) no músculo liso dos animais asmáticos (2,813 ± 
0,364 mN) comparada com os do grupo controle não asmático (5,144 ± 0,273 mN). 
A força de contração no grupo AOP também foi significativamente menor quando 
comparada com o grupo controle, mas não foi diferente da força no grupo A, 
sugerindo que a suplementação com óleo de peixe tem menor ação sobre a função 
do músculo liso das vias aéreas em animais asmáticos. Entretanto, a resposta do 
músculo liso das vias aéreas à acetilcolina no grupo não asmático suplementado 
com óleo de peixe (OP) foi significativamente menor (3,120 ± 0,215 mN, p<0,05) do 
que no grupo controle, o que demonstra que o óleo de peixe tem efeito direto na 
função do músculo liso das vias aéreas na ausência da asma. 
A Figura 16 (B) mostra a resposta funcional do músculo liso das vias aéreas 
ao isoproterenol, um agonista do receptor !2-adrenérgico. O relaxamento do 
músculo liso foi significativamente maior nos ratos asmáticos do que nos do grupo 
controle (0,522 ± 0,051 mN, p<0,05). A suplementação com óleo de peixe nos 






















animais asmáticos diminuiu significativamente o relaxamento do músculo em relação 





Figura 16. Força de contração (A) e relaxamento (B) do músculo liso das vias respiratórias medidos 
em resposta a 150 µM de Ach e a 100 µM de Iso, respectivamente. (A) Os dados são média ± EPM 
de C (n = 8), OP (n = 6), A (n = 8) e AOP (n = 8). a p<0,05 vs. C. (B) Os dados são média ± EPM de C  
(n = 12 ), OP (n = 8), A (n = 8) e AOP (n = 4). a p<0,05 vs. C; b p<0,05 vs. A. 
 
 
4.4 COMPLACÊNCIA PULMONAR ESTÁTICA 
 
 

































A figura 17 mostra os resultados da complacência estática pulmonar nos 
grupos experimentais. A complacência pulmonar estática nos animais asmáticos foi 
significativamente menor do que nos animais do grupo controle. A suplementação 
com óleo de peixe nos animais asmáticos resultou em aumento da complacência 





Figura 17. Complacência pulmonar estática em ratos asmáticos e não asmáticos suplementados ou 
não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± EPM de C (n = 12), OP (n = 11), A 
(n = 9) e AOP (n = 8). a p<0,05 vs. C e OP; b p<0,05 vs. A. 
 
 
4.5 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS BRONQUÍOLOS E MUCO 
 
 
A Tabela 2 resume os dados da análise morfométrica. Não houve diferenças 
estatisticamente significativas no número e no tamanho dos bronquíolos entre os 
grupos experimentais, indicando que a seleção dos bronquíolos para análise foi igual 
para todos os grupos.  
As dimensões normalizadas da parede das vias aéreas não foram diferentes 
entre os grupos, indicando que a espessura da camada de músculo liso ou da 
































camada adventícia não foi alterada pela asma ou pelo óleo de peixe. A área que 
estava obliterada com muco foi determinada como porcentagem da área interna dos 
bronquíolos. A média de área obliterada foi significativamente maior nos grupos A e 
AOP quando comparada com o grupo C. A suplementação com óleo de peixe não 
alterou a área obliterada com muco, uma vez que as médias não foram diferentes 
entre os grupos OP e C e entre os grupos AOP e A. A porcentagem média de 
bronquíolos que apresentaram muco foi de 50% para o grupo C, 46,2% para o grupo 
OP, 54,5% para o grupo A e 70% para o grupo AOP. 
 
 
Tabela 2. Análise morfométrica histológica do tecido pulmonar de ratos asmáticos e não asmáticos, 
suplementados ou não com óleo de peixe. 
 GRUPOS 
C OP A AOP 
Número total de bronquíolos 14 13 11 10 
Número de bronquíolos obtidos 
de cada animal  2,8 ± 0,4 3,3 ± 0,6 2,8 ± 0,5 3,3 ± 0,9 
Pi ('m ± EPM) 551,1±111,2 411,0±56,8 391,6±45,1 500,0±74,8 





















WAT/Ai* ('m2/'m± EPM) 0,21±0,05 0,30±0,06 0,26±0,04 0,22±0,03 
WAi/Ai* ('m2/'m± EPM) 0,13±0,03 0,20±0,04 0,14±0,02 0,13±0,01 
Número de bronquíolos com 
muco 7 6 6 7 
Muco (% de Ai obliterada ± 
EPM) 8,95±1,87 16,15±6,00 36,67±8,51
 a 33,25±4,29 a 
Os dados são apresentados como média ± EPM dos grupos dos grupos Controle (C) (n = 5), 
Suplementado com óleo de peixe (OP) (n = 4), Asmático (A) (n = 4) e Asmático suplementado com 
óleo de peixe (AOP) (n = 3). WAi = área da parede interna; WAo = área da parede adventícia; WAT = 
área total da parede. O espessamento da parede das vias aéreas foi calculado como WAT/Ai*, onde 
Ai* é a área luminal ideal da via relaxada, calculada como Ai* = Pi/4pi, usada para normalizar a área 




As Figuras 18, 19, 20 e 21 são fotomicrografias representativas de um dos 
bronquíolos analisados dos grupos C, OP, A e AOP respectivamente. No bronquíolo 
representativo dos grupos A e AOP (Figuras 20 e 21), pode-se observar a presença 
de muitas células inflamatórias no tecido periférico adjacente, bem como a presença 
de muco na luz do bronquíolo, o que não está presente no bronquíolo dos grupos C 












Figura 20 – Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados do grupo A. A flecha 
vermelha indica a presença de área obliterada na luz do bronquíolo. 
 
 
Figura 21 – Fotomicrografia representativa de um dos bronquíolos analisados do grupo AOP. A flecha 
vermelha indica a presença de área obliterada na luz do bronquíolo. 
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4.6 CONCENTRAÇÕES DE TNF-" E IL-1! NO TECIDO PULMONAR 
 
 
A concentração de TNF-" foi significativamente maior nos pulmões dos 
animais asmáticos do que nos animais controle, o que era esperado (Figura 22) para 
o modelo de asma, de acordo com o que foi descrito na revisão de literatura. A 
concentração de TNF-" não foi alterada pela suplementação com óleo de peixe, 
nem nos animais asmáticos nem nos não asmáticos. Assim, o óleo de peixe 




Figura 22. Concentração de TNF-" em tecido pulmonar de ratos não asmáticos e asmáticos 
suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± EPM de C (n = 
30), OP (n = 15), A (n = 9) e AOP (n = 17). a p<0,05 vs. C; b p<0,05 vs. OP. 
 
 
A concentração de IL-1! foi maior nos pulmões dos animais asmáticos do 
que nos animais controle, o que também era esperado. Conforme revisado 
anteriormente, a indução de asma promove o aumento dessa citocina inflamatória. A 
concentração de IL-1! não foi alterada pela suplementação com óleo de peixe, nem 
nos animais asmáticos nem nos não asmáticos (Figura 23). Da mesma forma, o óleo 
de peixe suplementado não teve efeito sobre a concentração dessa citocina pró-
inflamatória. 
 



















Figura 23.  Concentração de IL-1! em homogenato de tecido pulmonar de ratos não asmáticos e 
asmáticos suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 
EPM de C (n = 8), OP (n = 9), A (n = 11) e AOP (n = 12). a p<0,05 vs. C. 
 
 
4.7 CONCENTRAÇÃO DE EICOSANOIDES NOS PULMÕES 
 
 
Os resultados das concentrações de PGE2 são apresentados na Figura 24. 
A concentração de PGE2 no grupo AOP (182,0 ± 7,1 pg/mg de pulmão) foi 
significativamente mais baixa do que no A (265,8 ± 13,6 pg/mg de pulmão) e não foi 
significativamente diferente do C (189,9 ± 23,8 pg/mg de pulmão). A concentração 
de PGE2 foi significativamente maior em comparação com o grupo C, o que era 
esperado para o modelo de asma utilizado. A concentração de PGE2 no grupo OP 
(155,7 ± 11,8 pg/mg pulmão) não foi diferente do C. Assim, a suplementação com 
óleo de peixe na dieta de ratos asmáticos diminuiu a produção de PGE2. 
A Figura 25 mostra as concentrações de TXB2. O TXB2 é um metabólito 
estável do TXA2 e foi utilizado para avaliar indiretamente  as concentrações deste 
ultimo, o qual é o prostanoide pró-inflamatório ativo, mas muito instável. Houve uma 
diminuição significativa na concentração de TXB2 no grupo AOP (1031 ± 81,2 pg/mg 
pulmão) em comparação com o A (1619 ± 114,1 pg/mg pulmão), o que demonstra 
um efeito anti-inflamatório do óleo de peixe. A concentração de TXB2 foi 
significativamente maior no grupo A do que no C (1207 ± 89,0 pg/mg pulmão), 

















demonstrando o aumento da produção de TXB2 no modelo asmático, em 
decorrência do aumento de TXA2. A concentração TXB2 em OP (642,7 ± 85,9 pg/mg 
pulmão) foi menor do que em C. Assim, o óleo de peixe suplementado na dieta 




Figura 24. Concentração de prostaglandina E2 (PGE2) no tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 




Figura 25. Concentração de tromboxano B2 (TXB2) no tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 
EPM de C (n=15), OP (n=15), A (n=15), AOP (n=15). a p<0.05 vs. C; b p<0.05 vs. A; c p<0.05 vs. OP. 
 








































A concentração de LTB4 não foi diferente entre AOP (62,6 ± 5,3 pg/mg 
pulmão) e A (73,6 ± 7,5 pg/mg pulmão) (Figura 26). Esse resultado é relevante, pois 
os leucotrienos, produzidos a partir do AA pela via da 5-lipo-oxigenase, são os 
principais mediadores da hiper-responsividade na asma. A asma aumentou a 
produção de LTB4, conforme demonstrado pela concentração significativamente 
mais elevada em A do que em C (39,8 ± 5,4 pg/mg pulmão). A concentração de 
LTB4 não foi estatisticamente diferente entre OP (47,5 ± 5,9 pg/mg pulmão) e C. 
Estes resultados demonstram que a suplementação com óleo de peixe não teve 
nenhum efeito sobre a produção de LTB4 em ambas as condições asmática e não 
asmática, resultado que pode contribuir para a falta de efeito do óleo de peixe sobre 




Figura 26. Concentração de leucotrieno B4 (LTB4) no tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 
EPM de C (n=15), OP (n=13), A (n=15), AOP (n=15). a p<0.05 vs. C. 
 
 
A Figura 27 mostra as concentrações de 8-Iso PGF2", um prostanoide 
formado a partir da oxidação não-enzimática do AA. A concentração de 8-Iso PGF2" 
no grupo AOP (33,9 ± 1,3 pg/mg pulmão) foi significativamente menor do que em A 
(56,7 ± 2,1 pg/mg pulmão) e do que em C (45,3 ± 3,8 pg/mg pulmão). Em A, a 
concentração foi mais elevada do que em C, o que era esperado, uma vez que na 
asma há maior estresse oxidativo e geração de moléculas por peroxidação lipídica. 





















Houve uma redução significativa na concentração de 8-Iso PGF2" no grupo OP (31,4 
± 2,6 pg/mg pulmão) em relação ao C. Assim, a suplementação com óleo de peixe 





Figura 27. Concentração de 8-isoprostano PGF2" (8-IsoPGF2") no tecido pulmonar de ratos asmáticos 
e não asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média 
± EPM de C (n=12), OP (n=13), A (n=12), AOP (n=14). a p<0.05 vs. C; b p<0.05 vs. A. 
 
 
A concentração de LXA4 foi significativamente menor no grupo AOP (0,031 ± 
0,002 ng/mg pulmão) do que em A (0,122 ± 0,015 ng/mg pulmão) e não foi 
significativamente diferente de C (0,032 ± 0,001 ng/mg pulmão) (Figura 28). A LXA4, 
gerada a partir do AA, participa da resolução da inflamação asmática. A 
concentração de LXA4 foi significativamente maior no grupo A do que no C e não foi 
diferente entre OP (0,026 ± 0,003 ng/mg pulmão) e C. Deste modo, a suplementação 
com óleo de peixe reduziu a produção de LXA4 na condição asmática, o que pode 
prejudicar a resolução da inflamação nos animais asmáticos. 
A concentração de RvE1 ficou próxima do limite inferior de detecção do kit, em 
todos os grupos (Figura 29). A RvE1 pode ser formada enzimaticamente a partir do 
EPA presente no óleo de peixe, e é considerada anti-inflamótoria. Apesar da 
suplementação com óleo de peixe, não houve alteração detectável das 
concentrações de RvE1 no tecido pulmonar dos animais nesse estudo. 

























Figura 28. Concentração de lipoxina A4 (LXA4) no tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 




Figura 29. Concentração de Resolvina E1 (RvE1) no tecido pulmonar de ratos asmáticos e não 
asmáticos, suplementados ou não com óleo de peixe. Os dados são apresentados como média ± 
EPM de C (n=12), OP (n=13), A (n=12), AOP (n=14). 
 
 
4.8 PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS NO TECIDO PULMONAR 
 
 
Os resultados da análise dos ácidos graxos estão apresentados na Tabela 3. 
O óleo de peixe suplementado na dieta aumentou significativamente a razão de 




































ácido graxo n-3/n-6 no pulmão, tanto nos ratos asmáticos (2,8 vezes mais elevada 
em AOP do que em A) como de ratos não asmáticos (2,9 vezes maior em OP do 
que em C).  
 
 
Tabela 3. Porcentagem de ácidos graxos dos lipídios totais do pulmão de ratos asmáticos e não 









Ácidos graxos     
C14:0 1,52±0,06 1,63±0,06 1,56±0,04 1,66±0,07 
C15:0 0,58±0,02 0,60±0,02 0,63±0,02 0,60±0,03 
C16:0 34,61±0,58 33,77±0,38a 36,97±0,47c 36,13±0,80c 
C17:0 0,90±0,10 1,18±0,17 0,79±0,07 0,70±0,07c 
C18:0 12,57±0,33 12,98±0,24 12,78±0,18 12,29±0,30 
C20:0 0,26±0,01 0,28±0,01 0,24±0,01 0,25±0,02 
C22:0 0,32±0,01 0,40±0,02a 0,31±0,02c 0,35±0,02 
C24:0 0,37±0,03 0,34±0,03 0,38±0,02 0,30±0,01 
C18:3 n-3 0,21±0,01 0,26±0,02 0,21±0,01 0,20±0,01c 
C20:4 n-3 0,21±0,01 0,27±0,02 0,21±0,01 0,21±0,02 
C20:5 n-3 0,33±0,09 0,89±0,07ab 0,17±0,01 0,89±0,05ab 
C22:5 n-3 1,11±0,08 3,05±0,03ab 1,15±0,05 3,00±0,16ab 
C22:6 n-3 1,19±0,04 2,52±0,13ab 1,32±0,06 2,72±0,13ab 
C18:2 n-6  10,91±0,19 10,98±0,24 10,44±0,13 10,58±0,14 
C18:3 n-6 0,27±0,01 0,22±0,01 0,30±0,01c 0,27±0,02 
C20:3 n-6 0,75±0,03 0,88±0,03ab 0,77±0,02 0,87±0,02ab 
C20:4 n-6 15,42±0,47 13,04±0,18ab 16,54±0,23 14,22±0,26ab 
C16:1 n-7 1,79±0,08 1,79±0,03b 2,00±0,05 1,76±0,05b 
C18:1 n-9 11,48±0,49 11,09±0,10 10,00±0,11a 9,69±0,28ac 
C18:1 n-7 1,97±0,03 1,94±0,03 1,93±0,03 2,00±0,04 
C20:1 n-9 0,33±0,01 0,36±0,01 0,34±0,02 0,30±0,02c 
C20:2 n-6 0,74±0,02 0,73±0,02 0,81±0,01 0,71±0,03b 
C24:1 n-9 0,18±0,01 0,24±0,01 0,21±0,01 0,23±0,02 
AG sat/insat 0,696±0,012 0,722±0,011 0,654±0,010c 0,696±0,014 
AG n-3/n-6 0,099±0,003 0,289±0,008ab 0,106±0,002 0,276±0,008ab 
AA/EPA 82,69±1,270  17,76±2,709ab 98,89±6,519 17,76±2,320ab 
Os dados são apresentados como média ± EPM dos grupos Controle (C), Suplementado com óleo de 
peixe (OP), Asmático (A) e Asmático suplementado com óleo de peixe (AOP). Os ácidos graxos estão 
apresentados pelo código numérico, com o número de carbonos e de insaturações na molécula, 
seguido, quando da presença de insaturações, da nomenclatura n, que indica a numeração do 
carbono em que está a primeira insaturação da molécula contado a partir do terminal metila. C14:0 
(ácido tetradecanoico ou mirístico); C15:0 (ácido pentadecanoico); C16:0 (ácido hexadecanoico ou 
palmítico); C17:0 (ácido heptadecanóico ou margárico); C18:0 (ácido octodecanóico ou esteárico); 
C:20 (ácido eicosanoico ou araquídico); C22:0 (ácido beênico); C24:0 (ácido lignocérico); C18:3 n-3 
(ácido alfa-linolênico); C20:4 n-3 (ácido eicosatetraenoico); C20:5 n-3 (ácido eicosapentenoico); 
C22:5 n-3 (ácido docosapentaenoico); C22:6 n-3 (ácido docosahexaenoico); C18:2 n-6 (ácido 
linoleico); C18:3 n-6 (ácido gama-linolênico); C20:3 n-6 (ácido dihomo-gama-linolênico); C20:4 n-6 
(ácido eicosatetraenoico ou araquidônico); C16:1 n-7 (ácido palmitoleico); C18:1 n-9 (ácido oleico); 
C18:1 n-7 (ácido vacênico); C20:1 n-9 (ácido eicosenoico); C20:2 n-6 (ácido eicosadienoico) e C24:1 
n-9 (ácido tetracosenoico).a p<0,05 vs. C; b p<0,05 vs. A; c p<0,05 vs. OP. 
 
 
A porcentagem significativamente inferior de AA (n-6) em OP e AOP, que foi 
o ácido graxo insaturado com a maior proporção no tecido pulmonar de todos os 
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grupos, e a porcentagem significativamente mais elevada de EPA (2,7 vezes em OP 
em relação ao C e 5,2 vezes em AOP em relação ao A), DPA (2,7 e 2,6 vezes, 
respectivamente) e DHA (2,1 e 2 vezes, respectivamente) foram as principais 
alterações que resultaram no aumento da relação n-3/n-6 nos grupos 
suplementados com óleo de peixe, embora o ácido dihomo-%-linolênico (C20:3 n-6) 
tenha apresentado porcentagem significativamente superior no grupo suplementado 
com óleo de peixe (cerca de 1,1 vez). A porcentagem do ácido graxo C20:2 n-6 foi 
reduzida no grupo AOP (cerca de 0,1%) em relação ao A, o que em conjunto com a 
redução do C20:4n-6 (AA), representou um decréscimo de 2,4% nos ácidos graxos 
n-6 no grupo AOP, contribuindo para a maior razão de n-3/n-6 no grupo AOP 
comparada com o grupo A, bem como o aumento de 4% de ácidos graxos n-3 (EPA, 
DPA e DHA).  
A razão entre a porcentagem de AA e EPA também foi significativamente 
menor nos grupos suplementados com óleo de peixe, tanto asmáticos, como não 
asmáticos. A grande diferença é decorrente da redução de AA e aumento do EPA no 
tecido pulmonar dos animais suplementados. Esses resultados demonstram 
claramente que houve incorporação de EPA no tecido pulmonar em detrimento do 
AA. 
A razão de AG saturados/insaturados não foi alterada pela suplementação 
com óleo de peixe nos ratos asmáticos e não asmáticos. Apesar das diferenças 
significativas encontradas na porcentagem dos AG C16:0 e C22:0 no grupo OP em 
relação ao C, e na porcentagem de AG C16:1 n-7 no grupo AOP e OP em relação 
ao A, estas não resultaram em alterações na razão de AG saturados/insaturados. A 
redução de cerca de 2% do AA nos grupos OP e AOP em comparação com C e A, 
respectivamente, e o aumento de EPA, DPA e DHA, que em conjunto resultou em 
cerca de 4%, também não foram suficientes para promover alterações na razão de 
AG saturados/insaturados. A razão entre AG saturados/insaturados no grupo A foi 
inferior em relação ao OP. Esta redução deveu-se à significativamente maior 
porcentagem da ácido graxo C16:0 em A em comparação com OP. Este ácido graxo 
foi o que apresentou a maior porcentagem em todos os grupos e, por conseguinte, 
as alterações na porcentagem deste AG são mais representativas na razão entre AG 
saturados/insaturados, apesar da significativamente menor porcentagem do AG 







No presente estudo, observou-se que a suplementação de ratos asmáticos 
com óleo de peixe foi capaz de reduzir o número de leucócitos no LBA, 
provavelmente como resultado da diminuição da quimiotaxia, demonstrando um 
papel anti-inflamatório deste suplemento. Embora não tenha sido específico para 
nenhum subtipo celular, esse efeito pode ser relevante, uma vez que a infiltração 
aumentada dos leucócitos encontrada, principalmente de neutrófilos e eosinófilos, e, 
já esperada para o modelo de asma induzida utilizado, está associada com as 
manifestações clínicas da doença. No entanto, a suplementação com óleo de peixe 
promoveu um aumento na infiltração de eosinófilos para o pulmão de ratos 
asmáticos. Este pode ser um efeito deletério uma vez que os eosinófilos 
desempenham papel importante na manutenção da inflamação (HALDAR et al, 
2009) e na hiper-responsividade (JACOBSEN et al, 2012). A eosinofilia é um 
marcador de reações alérgicas e os eosinófilos estão envolvidos em episódios de 
exacerbação aguda (HALDAR et al, 2009), nas quais os sintomas são mais severos 
e menos controláveis com os medicamentos usuais. Os eosinófilos contêm proteínas 
catiônicas tais como proteína básica principal, proteína catiônica eosinofílica e 
peroxidase de eosinófilos que afetam os receptores muscarínicos, o que resulta em 
aumento da capacidade de resposta do músculo liso das vias aéreas (MLA) 
(FRYER; JACOBY, 1998; VERBOUT et al, 2009). A proteína básica principal é 
também tóxica para as células epiteliais do trato respiratório, e há elevada 
correlação entre os níveis dessa proteína no LBA e a hiper-responsividade 
brônquica na asma (GLEICH, 2000). Assim, a ausência de efeito da suplementação 
com óleo de peixe nas respostas funcionais do MLA em ratos asmáticos pode, pelo 
menos em parte, estar relacionada com a infiltração de eosinófilos.  
Várias citocinas foram descritas como fatores críticos envolvidos no 
recrutamento de populações particulares de células inflamatórias a partir da 
circulação para os pulmões através da interação com os seus receptores (TIAN et al, 
2012). As citocinas TNF-" e IL-1! estão envolvidas no recrutamento e ativação de 
neutrófilos e eosinófilos (TRIFILIEFF et al, 2002; DRAGON et al, 2007; CHAI et al, 
2011). Essas citocinas são importantes mediadores da resposta associada com a 
infiltração eosinofílica (BROIDE et al, 2001), estimulando a produção de 
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quimiotaxinas como IL-8, RANTES e GM-CSF, as quais aumentam o recrutamento 
de eosinófilos (NAM et al, 2009). Contudo, a concentração destas citocinas no 
pulmão permaneceu elevada com a suplementação com óleo de peixe para os ratos 
asmáticos. Por conseguinte, a quimiotaxia reduzida e a resultante infiltração de 
leucócitos para os pulmões, não parece envolver uma alteração da produção de 
TNF-" e IL-1!, cujas concentrações nos pulmões não foram diferentes entre os ratos 
asmáticos e asmáticos tratados com óleo de peixe. Embora o óleo de peixe tenha 
efeitos conhecidos sobre a redução dessas citocinas inflamatórias em algumas 
doenças (CALDER, 2006), nesse estudo esse efeito não foi encontrado. Uma vez 
que a migração de leucócitos não depende de uma única citocina (YANG et al, 
1998), o efeito do óleo de peixe pode ocorrer através de várias ações simultâneas 
de diferentes componentes de adesão e migração. Os ácidos graxos poli-
insaturados (AGPI) n-3 no óleo de peixe podem reduzir a expressão de receptores 
para quimioatrativos (CALDER, 2010b), de modo a diminuir a capacidade de 
resposta dos leucócitos à presença de quimioatrativos, ou modificar a expressão de 
moléculas de adesão (CALDER, 2010b), ou alterar o perfil de mediadores lipídicos 
que estão envolvidos na circulação dos leucócitos (TULL et al, 2009). Por exemplo, 
foi recentemente demonstrado que a PGD2 derivada do AA e a PGD3 derivada do 
EPA tem efeitos opostos sobre o movimento de leucócitos através do endotélio, com 
a PGD2 promovendo, e a PGD3 inibindo esse processo (TULL et al, 2009). Assim 
uma mudança no perfil de mediadores lipídicos derivados de AGPI, que poderia ser 
promovida pelo aumento do suprimento de EPA e DHA no grupo asmático 
suplementado com óleo de peixe, poderia afetar de modo geral a infiltração de 
leucócitos.  
 O acúmulo de eosinófilos na asma pode ocorrer por uma combinação de 
aumento da migração e sobrevivência prolongada, que está sob a influência de 
fatores de crescimento produzidos localmente. A sobrevivência de eosinofilos é 
considerada um mecanismo importante para o acúmulo seletivo dessas células em 
doenças alérgicas (WARDLAW, 1999). Um dos fatores envolvidos no aumento da 
sobrevida dos eosinófilos é o fator estimulador de colônia de granulócitos-
macrófagos (GM-CSF) (SANMUGALINGHAM et al, 2000). A migração dos 
eosinófilos na asma pode também ser regulada por quimiocinas secretadas pelo 
epitélio brônquico, tais como RANTES, eotaxina, interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 
(IL-5), ou pelo aumento de receptores de adesão presentes no epitélio e no 
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endotélio, tais como ICAM-1 (SANMUGALINGHAM et al, 2000) e VCAM-1 (BROIDE 
et al, 2001). É possível que os AGPI n-3 afetem um (ou mais) destes fatores 
relacionados com a migração, a adesão e a ativação dos eosinófilos (YIN et al, 
2009). 
As células musculares lisas das vias aéreas tem muitas funções, podendo 
proliferar, migrar, contrair e sintetizar matriz extracelular, citocinas e quimiocinas. Por 
causa desse comportamento multifuncional, essas células estão emergindo como 
alvos terapêuticos para o tratamento de asma (WATANABE et al, 2009). A contração 
da musculatura lisa das vias aéreas leva a uma limitação do fluxo de ar, sendo o 
sintoma mais importante da doença (KUDO et al, 2013). Os estudos que 
encontraram efeitos da suplementação com óleo de peixe na asma enfatizam a 
quimiotaxia de leucócitos e a produção de mediadores inflamatórios por leucócitos. 
Devido a relevância da funcionalidade do músculo liso das vias aéreas para a asma, 
o presente estudo investigou os efeitos do óleo de peixe sobre a contração do 
músculo liso das vias aéreas. A inflamação asmática per se alterou a força de 
contração do MLA neste estudo, um efeito que poderia estar ligado ao aumento dos 
níveis de TNF-" e IL-1!, assim como à infiltração de eosinófilos no pulmão. Há 
evidências de que esses fatores em conjunto são capazes de modificar a contração 
do MLA (BLACK et al, 2012; ROSENWASSEN, 1998; ZHANG et al, 2009; PARRIS 
et al, 1999). A menor força de contração no MLA de ratos asmáticos neste estudo 
pode ser explicada pela remoção do MLA do meio inflamatório: como o músculo liso 
estava pré-contraído neste ambiente, este pode ter uma resposta fraca quando 
desafiado com Ach. No grupo controle, onde a inflamação estava ausente, o 
músculo liso pode apresentar uma força normal de contração. O efeito direto do óleo 
de peixe na resposta do MLA à Ach pode ser devido à modificação de fatores de 
transdução (MORIN et al, 2010) e/ou à incorporação de ácidos graxos para o 
músculo liso (SENOUVO et al, 2011). Jo e colaboradores (2005) demonstraram que 
os ácidos graxos presentes no óleo de peixe são incorporados na membrana das 
células dos músculos das vias respiratórias e, consequentemente, agem reduzindo 
os níveis de mRNA de canais de sódio dependentes de voltagem. Uma vez que não 
houve qualquer evidência de alterações estruturais indicativas de aumento no 
espessamento da parede das vias respiratórias, neste modelo, os efeitos da asma e 




Embora a suplementação com óleo de peixe não tenha resultado em 
diferença na força de contração do MLA em ratos asmáticos, houve uma redução do 
relaxamento em resposta ao Isoproterenol. Isso indica que os AGPI n-3 atuam sobre 
a contração e o relaxamento da musculatura lisa por mecanismos diferentes. Na 
asma, a hiper-responsividade do MLA é mais fortemente determinada pelo aumento 
dos estímulos que promovem a contração do músculo do que pelos estímulos que 
resultam no relaxamento (YIM et al, 2011; FRYER; JACOBY, 1998; VERBOUT et al, 
2009; SOLWAY; FREDBERG, 1997; GALLOS et al, 2008; COOPER et al, 2009). Em 
conjunto, esses resultados indicam que a suplementação com óleo de peixe em 
ratos asmáticos tem uma ação limitada sobre a função do MLA. A redução do 
relaxamento do músculo em resposta ao Isoproterenol promovido pelo óleo de peixe 
poderia interferir com o tratamento clínico em ataques de asma, uma vez que o 
Isoproterenol é utilizado para relaxamento imediato das vias aéreas e liberação do 
fluxo de ar (GALLOS et al, 2008). Assim, a suplementação de indivíduos asmáticos 
com óleo de peixe pode reduzir a resposta a este broncodilatador, tendo um efeito 
adverso sobre o controle dos ataques de asma. No entanto, ainda são necessárias 
investigações clínicas sobre esses efeitos. 
A literatura mostra uma relação entre a hiper-responsividade do MLA e a 
complacência pulmonar (MITZNER et al, 1992). Além de reduzir o diâmetro das vias 
aéreas (BENAYOUN et al, 2003; SHARDONOFSKY et al, 2006; PELLEGRINO et al, 
2009; RAQEEB et al, 2012), o aumento da tensão do MLA reduz a complacência, o 
que afeta as funções respiratórias na asma (MITZNER et al, 1992, KELLY et al, 
2012). De fato, nos animais asmáticos, em que a inflamação e a hiper-
responsividade do músculo liso das vias aéreas estão presentes, a complacência 
pulmonar foi reduzida. Apesar da suplementação com óleo de peixe nos animais 
asmáticos não ter afetado a força de contração, a complacência pulmonar aumentou 
nesses animais. A presença de muco nas vias aéreas também afeta a complacência 
estática (RUBIN, 2010), porém neste estudo essa relação não foi observada. 
Embora a asma tenha aumentado a quantidade de muco nas vias aéreas, a 
suplementação da dieta com óleo de peixe em animais asmáticos foi ineficaz em 
reduzir a quantidade de muco presente nos bronquíolos. Como a quantidade de 
muco e as concentrações das citocinas inflamatórias não foram alteradas pela 
suplementação com óleo de peixe em animais asmáticos, é possível que outros 
fatores tenham contribuído para o aumento da complacência pulmonar. 
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Para saber se a falta de efetividade no músculo liso das vias aéreas estava 
relacionada com uma ação incompleta do óleo de peixe sobre a inflamação 
característica da asma, também foram investigadas as concentrações de 
eicosanoides derivados do AA nos pulmões. O óleo de peixe é considerado um 
mediador de respostas anti-inflamatórias (WADA et al, 2007). As ações anti-
inflamatórias do óleo de peixe, resultam de modificações nos mecanismos 
relacionados com a composição de ácidos graxos dos fosfolipídios de membrana de 
células imunitárias (CALDER, 2008, CALDER, 2013). Um desses mecanismos é a 
modificação do padrão dos eicosanoides produzidos a partir de fosfolipídios da 
membrana das células inflamatórias. No presente estudo, a suplementação com 
óleo de peixe em ratos asmáticos reduziu a produção de PGE2 e de TXA2 no tecido 
pulmonar, o último medido pelas concentrações do seu produto metabólico estável, 
o TXB2. Esta redução nos níveis de eicosanoides envolvidos na patogênese da 
asma ocorreu provavelmente pelos mecanismos já explicados para os efeitos do 
óleo de peixe em desordens inflamatórias. Os ácidos graxos presentes em grandes 
quantidades no óleo de peixe, tal como o ácido eicosapentaenoico (EPA) e ácido 
docosahexanoico (DHA), podem ser incorporados em membranas celulares, às 
custas do ácido araquidônico (MILES; CALDER, 2012). Esta alteração na 
composição de ácidos graxos do pulmão foi claramente demonstrada neste estudo. 
Os 21 dias de suplementação de óleo de peixe foram suficientes para reduzir as 
quantidades de AA e aumentar as de EPA e DHA nos pulmões dos ratos, tanto 
asmáticos como não asmáticos, o que resultou em níveis mais baixos dos 
eicosanoides derivados da oxidação do AA pela via da COX em asmáticos. Esta via 
enzimática é particularmente inibida pela competição de substratos resultante do 
aumento da presença de EPA e DHA nas membranas celulares (OBATA et al, 1999, 
WADA, 2007, CALDER, 2010b, NORRIS; DENNIS, 2012). O EPA e o DHA também 
podem dar origem a mediadores com menor potência inflamatória (CALDER, 2008, 
MILES; CALDER, 2012, WEYLANDT et al, 2012). Em modelos de asma induzida foi 
demonstrado que a Resolvina E1 promove a resolução da inflamação (HAWORTH et 
al, 2008). Neste estudo, as concentrações de Resolvina E1 (RvE1), no tecido 
pulmonar dos animais estudados foram inferiores ao limite de detecção. O EPA e o 
DHA são amplamente aceitos como os elementos que provocam os efeitos anti-
inflamatórios dos AGPI n-3 (MILES; CALDER, 2012, WEYLANDT et al 2012). O 
presente estudo mostrou que, como EPA e DHA, o ácido docosapentaenoico (DPA) 
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foi aumentado no tecido pulmonar com suplementação de óleo de peixe. O DPA 
pode ser formado a partir do rápido alongamento do EPA em células inflamatórias, e 
conduzir à inibição da COX e modificação da produção de eicosanoides (NORRIS; 
DENNIS, 2012). Este derivado do EPA pode ser, portanto, parcialmente responsável 
pelos efeitos do óleo de peixe sobre as concentrações de PGE2 e TXB2 em ratos 
asmáticos. 
A oxidação não enzimática de AA foi reduzida com a suplementação, no 
presente modelo de asma. Esta redução de 8-Isoprostanos PGF2" foi também 
relacionada com a incorporação de EPA e DHA e resultante redução de AA no 
tecido pulmonar. Isto está em conformidade com o estudo de Yin et al (2008), que 
encontraram níveis mais baixos de 8-Isoprostanos PGF2" no pulmão de animais 
asmáticos induzidos por ovalbumina com a suplementação com óleo de peixe, como 
um resultado da incorporação de EPA e DHA. Os tromboxanos e isoprostanos da 
série 2 têm papéis relevantes sobre a inflamação asmática, aumentando a 
quimiotaxia de leucócitos, a secreção de muco e a hiper-responsividade brônquica a 
uma variedade de estímulos, e contribuindo para a obstrução das vias aéreas na 
asma (DAHLÉN et al, 1986; BARNES et al, 1998; ALLEN et al 2006; YIN et al, 2009; 
DUTT et al, 2011; CYPHERT et al, 2012). No entanto, a hiper-responsividade do 
MLA depende não só da redução dos níveis destes mediadores, que participam em 
respostas MLA, através da ativação de receptores TP1 e TP2 (VOYNOW; 
KUMMARAPURUGU, 2011), mas dos níveis de outros bronco-constritores mais 
potentes. Mesmo que a suplementação de óleo de peixe tenha reduzido a produção 
de TXB2 e de 8-Iso PGF2" em condições basais, bem como após o desafio com OVA 
no presente estudo, o efeito global da suplementação com óleo de peixe nos 
animais asmáticos foi uma redução incompleta da inflamação. Isso pode ter 
contribuído para a falta de efeito do óleo de peixe sobre os níveis de citocinas 
inflamatórias nos pulmões, tais como TNF-" e IL -1!, e os fenômenos relacionados 
com a inflamação das vias respiratórias tais como a obliteração e a força de 
contração do MLA em ratos asmáticos. Assim, a diminuição dos níveis de 8-Iso 
PGF2" e TXB2 não foi suficiente para diminuir a resposta inflamatória no pulmão de 
ratos asmáticos suplementados com óleo de peixe. 
Apesar das prostaglandinas da série 2 apresentarem um efeito deletério na 
inflamação, já que estão associadas com o aumento da permeabilidade vascular e a 
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infiltração de células nos pulmões (TILLEY et al, 2003; ALMISHRI et al, 2005), a 
Prostaglandina E2, em particular, tem demonstrado ação anti-inflamatória e 
broncoprotetora na asma (HARTNEY et al, 2006; LUNDEQUIST et al, 2010). Assim, 
a diminuição dos níveis de PGE2 observada com a suplementação com óleo de 
peixe em ratos asmáticos pode não significar um efeito anti-inflamatório, como 
acontece em várias outras desordens com componente inflamatório. De fato, alguns 
trabalhos mostram que a redução da síntese de PGE2 como resultado da inibição da 
COX resulta em resposta Th2 aumentada, o que promove o aumento da inflamação 
alérgica das vias respiratórias asmáticas e a hiper-responsividade (MARTIN et al, 
2002; PEEBLES JR et al, 2005; ZHOU et al, 2008). Esta resposta está relacionada 
com a produção de IL-5 e IL-13, citocinas inflamatórias que são reguladoras críticas 
da eosinofilia nas vias respiratórias e da hiper-responsividade. Yin et al (2009), 
encontraram uma relação entre a diminuição dos níveis de PGE2 com o aumento da 
produção de citocinas inflamatórias em animais asmáticos suplementados com óleo 
de peixe e Aggarwal et al (2010) mostraram a associação da redução da PGE2 com 
a inflamação eosinofílica em asmáticos. Assim, a redução dos níveis de PGE2 
encontrada no estudo corrente poderia estar relacionada com o aumento da 
eosinofilia no LBA de ratos asmáticos suplementados com óleo de peixe. Além 
disso, a redução dos níveis de PGE2 pode também relacionar-se com a hiper-
responsividade na asma, uma vez que o tônus e a responsividade da musculatura 
lisa das vias aéreas podem ser modulados pela PGE2 (WATSON et al, 1997; 
HARTNEY et al, 2006). A diferença entre os níveis de PGE2, maiores na inflamação 
brônquica do que na asma, pode ser crucial para a hiper-responsividade que está 
presente apenas na asma (SASTRE et al, 2008).  
A suplementação com óleo de peixe reduziu a concentração de LXA4 na 
asma, o que pode ser ou um efeito direto da redução na disponibilidade de AA para 
a síntese de lipoxinas, ou um efeito indireto da redução de PGE2. A redução dos 
níveis de PGE2 com a suplementação também pode ter afetado a produção de LXA4 
na asma, uma vez que a PGE2 estimula a síntese e liberação dessas lipoxinas 
(LEVY et al, 2001; CALDER, 2006), desviando a síntese predominante de LTB4 pela 
5-LOX para a síntese de LXA4 pela 15-LOX (LEVY et al, 2001; HAWORTH; LEVY, 
2007). A LXA4 é um importante mediador da resolução da inflamação asmática, pois 
além de reduzir a quimiotaxia das células polimorfonucleares, induz a fagocitose de 
células apoptóticas por macrófagos nos pulmões. Assim, a redução da capacidade 
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fagocitária dos macrófagos alveolares nos animais asmáticos suplementados pode 
ser um resultado da diminuição de LXA4. Levando-se em consideração que a 
resolução da inflamação não depende somente da redução dos eicosanoides 
inflamatórios, mas também da produção das lipoxinas, e que a LXA4 na asma tem 
papel na melhora dos sintomas (BONNANS; LEVY, 2007), esses resultados em 
conjunto podem contribuir para explicar a falta de efetividade da suplementação com 
óleo de peixe em asmáticos. 
O aumento da síntese de leucotrienos, é um fator importante para a resposta 
inflamatória na asma aguda. O LTB4 é um fator fundamental que promove a 
exacerbação da asma, produzindo edema e aumento da secreção de muco e há 
cada vez mais evidências de seu papel na resposta do músculo liso das vias aéreas 
(WATSON et al, 1997; WATANABE et al, 2009; HALLSTRAND; HENDERSON, 
2010). Neste trabalho, a suplementação com óleo de peixe não reduziu os níveis de 
LTB4 nos pulmões de ratos asmáticos, apesar da modificação do perfil de ácidos 
graxos dos pulmões. Isto sugere que a síntese de leucotrienos na asma não 
depende apenas da disponibilidade de substratos, mas da regulação enzimática. 
Estudos in vitro e in vivo mostraram que a inibição da via da COX poderia reforçar a 
produção de leucotrienos, através do aumento da disponibilidade de substrato para 
5-LOX (HAMAD et al, 2004; NORRIS; DENNIS, 2012) e pode aumentar a razão 
entre metabólitos do AA produzidos a partir de 5-LOX e a partir da COX-1 (NORRIS; 
DENNIS, 2012). Assim, mesmo que a suplementação com óleo de peixe em ratos 
asmáticos possa melhorar o fornecimento de EPA e DHA para a síntese de 
eicosanoides que participam da resolução da inflamação, a diminuição da 
disponibilidade de AA não reduziu os níveis de LTB4. Estes resultados podem ser 
relevantes para a falta de eficácia do óleo de peixe demonstrado sobre a 
funcionalidade do MLA. Quantidade considerável de estudos demonstra que os 
leucotrienos são os maiores constritores de MLA e são essenciais para várias 
manifestações clínicas da asma (WATSON et al, 1997; MOQBEL, 1999; 
WATANABE et al, 2009). 
A avaliação das concentrações de eicosanoides mostram que a 
suplementação com óleo de peixe reduziu os mediadores inflamatórios derivados da 
oxidação de AA pela COX e vias não enzimáticas no pulmão de ratos asmáticos, 
como resultado da competição do EPA e DHA com AA. No entanto, a produção de 
leucotrienos, derivados da oxidação de AA pela via da 5-LOX não foi alterada. 
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Assim, o efeito anti-inflamatório do óleo de peixe na asma foi incompleto, uma vez 
que os leucotrienos atuam sobre a contração do MLA, que tem um papel 
fundamental na principal característica da asma, a hiper-responsividade brônquica. 
Em resumo, o presente estudo demonstrou que o óleo de peixe afetou 
algumas respostas inflamatórias (infiltração de leucócitos para os pulmões e 
concentração de TXB2, 8-Iso PGF2") mas não outras (eosinofilia no LBA, as 
concentrações de TNF-" e IL-1! nos pulmões e a concentração de LTB4) e 
melhorou alguns fenômenos relacionados com a inflamação das vias aéreas 
(complacência pulmonar estática), mas não outros (obliteração e força de contração 
do MLA). Estes efeitos diferenciados podem ser devidos à dose de AGPI n-3 que foi 
administrada ou à curta duração da suplementação. Esta última pode ser 
particularmente importante para o músculo liso que pode levar mais de 21 dias para 
incorporar AGPI n-3 o suficiente para influenciar a sua função. É importante notar, 
entretanto, que a dose diária de 1g /kg de peso corporal é elevada em comparação 
com as doses utilizadas em estudos humanos (CALDER, 2012a; THIEN et al, 2002). 
Assim, a eficácia da suplementação com óleo de peixe em ratos asmáticos 
demonstrou ser limitada por uma ação ineficiente em parâmetros associados com a 
função do MLA, que podem relacionar-se tanto a uma redução incompleta da 
inflamação ou a uma resistência do MLA para os efeitos dos AGPI n-3. Esta falta de 
efeito pode estar relacionada à dose de AGPI n-3 que foi administrada ou ao curto 







 o óleo de peixe afetou algumas respostas inflamatórias (infiltração de 
leucócitos para os pulmões e concentração de TXB2, 8-Iso PGF2") mas não outras 
(eosinofilia no LBA, as concentrações de TNF-" e IL-1! nos pulmões e a 
concentração de LTB4) e melhorou alguns fenômenos relacionados com a 
inflamação das vias aéreas (complacência pulmonar estática), mas não outros 
(obliteração e força de contração do MLA).  
Assim, a eficácia da suplementação com óleo de peixe em ratos asmáticos 
demonstrou-se limitada por uma ação ineficiente no músculo liso das vias aéreas no 
modelo de asma proposto. Essa ação limitada parece ser decorrente da falta de 
efeito na modulação que o óleo de peixe exerce sobre as concentrações de 
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